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RESUME 
Les cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) représentent environ 10% des 
cancers chez l'homme et se situent au quatrième rang des cancers les plus fréquents après les 
cancers de la prostate, les cancers du poumon et les cancers colorectaux. Le récepteur de 
l’EGF (epidermal growth factor) est surexprimé dans environ 85 % des tumeurs des VADS et 
l’inhibition de son activité kinase constitue une stratégie thérapeutique importante. 
Notre travail a pour but d’étudier premièrement le mécanisme d’action in vivo d’un inhibiteur 
du récepteur de l’EGF (erlotinib, Tarceva®) chez des patients atteints de carcinomes 
épidermoïdes des VADS ; deuxièmement d’identifier des marqueurs prédictifs de réponse afin 
de trouver des outils permettant de sélectionner les patients qui pourraient bénéficier de ce 
traitement. 
Pour cela, une étude pilote a été mise en place à l’Institut Claudius Regaud visant à traiter des 
patients atteints de cancer des VADS avec de l’erlotinib en néoadjuvant, c’est à dire avant 
leur chirurgie. Des biopsies de tissu normal et tumoral ont été effectuées avant le début du 
traitement et à la fin du traitement lors de la chirurgie. Ces prélèvements ont permis de mener 
une étude tissulaire et moléculaire. D’autre part, pendant la durée du traitement, un certain 
nombre de prélèvements sanguins ont été réalisés afin d’étudier la pharmacocinétique de 
l’erlotinib. 
La première étape de ce travail a été d’évaluer la faisabilité, la tolérance et l’efficacité de 
l’erlotinib en traitement néoadjuvant dans les carcinomes des VADS. Les objectifs 
secondaires étaient de caractériser l’effet de l’erlotinib au niveau des cellules tumorales et 
d’identifier d’éventuels marqueurs prédictifs de réponse à l’aide d’une étude tissulaire en 
immunohistochimie et d’une étude génomique. D’octobre 2003 à octobre 2006, quarante deux 
patients ont été inclus dans l’étude. Le temps médian de traitement a été de 20 jours. Douze 
patients ont bénéficié d’une réponse clinique (mesurée par la diminution de la taille tumorale 
d’au moins 25%), 28 ont présenté une maladie stable et 2 ont progressé sous traitement. 
L’étude tissulaire a permis de montrer que l’expression de p21waf, un inhibiteur des complexes 
CDK-cyclines, au niveau tumoral, était un facteur associé positivement à la réponse au 
traitement. Les mutations de EGFR et de K-Ras n’ont pas été retrouvées chez ces patients. De 
plus, le nombre de copies du gène de EGFR, qui a été identifié comme un facteur lié à la 
sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine kinase dans le cancer du poumon, ne semble pas être 
corrélé avec la réponse clinique chez les patients de l’étude.  
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 Parallèlement, nous avons étudié la pharmacocinétique de l’erlotinib chez ces patients 
afin de connaître leur exposition au médicament et essayer d’établir des relations 
pharmacocinétique/pharmacodynamie (PK /PD). L’analyse pharmacocinétique nous a permis 
d’identifier le tabagisme, la fonction hépatique et l’âge comme des facteurs influençant 
l’élimination de l’erlotinib. Par ailleurs, il existe une corrélation entre l’exposition et la 
toxicité cutanée mais pas avec la réponse clinique. 
La dernière partie de ce travail a consisté à réaliser une étude d’expression génomique des 
tumeurs avant et après traitement par une technique de puce à ADN (Affymetrix HG U133A 
GeneChip®) afin d’identifier des gènes différentiellement exprimés chez les répondeurs 
versus les non-répondeurs et de caractériser l’effet de l’erlotinib sur l’expression des gènes. 
Les nombreux résultats issus de cette analyse d’expression génique permettent d’envisager de 
multiples perspectives. Cependant, il serait nécessaire de valider prospectivement ces résultats 
sur d’autres échantillons tumoraux issus des VADS mais aussi d’autres types tumoraux. 
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INTRODUCTION 
 Le cancer des voies aérodigestives supérieures (VADS) représente environ 10% des 
cancers chez l'homme et se situe au quatrième rang des cancers les plus fréquents après les 
cancers de la prostate, les cancers du poumon et les cancers colorectaux. Il est moins fréquent 
chez la femme où il se situe au 14ème rang des cancers mais son incidence est en 
augmentation. Le tabac et l’acool constituent les facteurs de risque principaux. Ces 
carcinomes sont presque exclusivement des carcinomes épidermoïdes. 
Bien que ces cancers aux stades précoces soient souvent curables grâce à la chirurgie et à la 
radiothérapie, la plupart sont diagnostiqués à un stade avancé. Ces patients présentent 
également un risque élevé de développer un second cancer. Le pronostic des carcinomes 
épidermoïdes de la sphère ORL est directement corrélé à l’extension locorégionale et au siège 
de la tumeur.  
La prise en charge thérapeutique de ces cancers poursuit un double objectif : obtenir la 
guérison de la maladie cancéreuse en augmentant en particulier le contrôle locorégional et 
préserver au mieux les fonctions des VADS. Les traitements mis en œuvre pour les cancers 
des VADS sont aujourd’hui la chirurgie locale, la chirurgie ganglionnaire, la radiothérapie, la 
chimioradiothérapie, la chimiothérapie, tandis qu’apparaît la perspective de leur adjoindre des 
traitements ciblés. 
La surexpression du récepteur à l’Epidermal Growth Factor (EGFR) a été observée dans une 
forte proportion des carcinomes des VADS et fait l’objet d’un intérêt thérapeutique tout 
particulier. Ce récepteur est un oncogène impliqué dans la survenue et la progression d’un 
grand nombre de carcinomes. Le cetuximab, un anticorps anti-EGFR, a obtenu une 
autorisation de mise sur le marché en association avec la radiothérapie dans les formes 
avancées des cancers des VADS. Les inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase de l’EGFR, tels 
que le gefitinib et l’erlotinib, déjà utilisés dans le cancer du poumon non à petites cellules 
(CPNPC), sont actuellement en cours d’évaluation clinique dans le cancer des VADS. Ces 
molécules présentent un taux de réponse allant de 10 à 20%, en situation métastatique. 
Cependant, il n’existe aucun facteur prédictif chromosomique, génétique ou protéique connu 
dans cette indication. La découverte de marqueurs prédictifs de réponse qui permettraient de 
sélectionner les patients susceptibles de bénéficier du traitement très tôt dans leur prise en 
charge, constitue un domaine de recherche important. 
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Néanmoins, les études cliniques pouvant permettre une évaluation pharmacodynamique et/ou 
de rechercher des marqueurs associés à la réponse au traitement sont rares et particulièrement 
difficile à organiser pour les raisons générales suivantes: 
1) Ces études ne sont presque jamais réalisées au diagnostic de la maladie mais souvent, 
au contraire, en situation de maladie déjà massivement traitée et donc potentiellement 
résistante à certains médicaments 
2) Ces études sont très souvent conduites lors de traitement réalisés en association 
3) Ces études ne permettent que très exceptionnellement d’avoir accès à des prélèvements 
tumoraux multiples. 
Considérer l’utilisation d’un inhibiteur de l’EGFR en situation néoadjuvante chez des patients 
en attente de chirugie permet de réunir ces trois conditions : maladie « au diagnostic », 
traitement par la molécule seule, réalisation de prélèvements « dynamiques ».  
Une étude pilote a donc été mise en place à l’Institut Claudius Regaud chez des patients 
traités pour un cancer des VADS, avec pour objectifs d’étudier l’action de l’erlotinib 
(Tarceva®) et éventuellement d’identifier des marqueurs prédictifs de réponse à ce 
médicament. Des échantillons de tissu tumoral et normal ont été obtenus avant et après 
traitement par erlotinib ainsi que des prélèvements sanguins destinés à l’étude de la 
pharmacocinétique du médicament chez ces patients. 
La première partie de notre travail, la revue bibliographique, synthètise les notions générales 
d’oncogénèse et de prise en charge thérapeutique des cancers des VADS suivies d'un chapitre 
sur l’EGFR et l’intérêt des inhibiteurs de cette voie en cancérologie. 
Nos résultats sont ensuite présentés en trois parties. Les résultats cliniques, l'analyse 
immunohistochimique et l'étude moléculaire des tumeurs font l'objet de la première partie 
(premier article accepté dans Clinical Cancer Research). La deuxième partie comprend les 
résultats de l'analyse pharmacocinétique de l'erlotinib chez les patients de l'étude (article en 
préparation). La partie III évoque les premiers résultats de l'étude d'expression génomique par 
puces Affymetrix. Ce travail est encore en cours. 
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PARTIE I . LES CANCERS DES VOIES 
AERODIGESTIVES SUPERIEURES 
 
1 Généralités 
1.1 Données épidémiologiques 
Le terme de « cancer des voies aérodigestives supérieures» regroupe les cancers de la 
cavité buccale (lèvre, base de langue, langue, gencives, palais), du pharynx (oropharynx, 
hypopharynx, nasopharynx) et du larynx. Il s’agit à 90% de carcinomes épidermoïdes. Les 
différentes régions anatomiques des voies aérodigestives supérieures (VADS) sont illustrées 
dans la figure 1. 
1.1.1 Incidence 
En 2000, le nombre de nouveaux cas de cancers des VADS est estimé à 19 600 en France 
[10]. Ils représentent environ 10% des cancers chez l'homme et se situent au quatrième rang 
des cancers les plus fréquents après les cancers de la prostate, les cancers du poumon et les 
cancers colorectaux. Le nombre de décès annuels par cancer des VADS est de 5600 chez les 
hommes. 
Chez les femmes, le nombre de nouveaux cas en France, en 2000, est estimé à 2800, situant 
ces cancers au 14ème rang des cancers de la femme chez laquelle il représente moins de 2% 
des cancers. Le nombre de décès annuels pour les femmes est de 900. Cependant, le 
développement des habitudes toxiques alcoolo-tabagiques chez les femmes tend à corriger 
l'écart qu'il existe entre homme et femmes. En effet si depuis 1980, l'incidence a diminué de 
22% chez l’homme passant de 73,1 à 56,8 pour 100 000 (standard Europe), elle a augmenté 
de 36 % chez la femme passant de 5,6 à 7,6 pour 100 000 [156]. 
1.1.2 Distribution géographique 
Jusqu’à la fin du 20e siècle, la France était le pays qui avait l’incidence la plus élevée au 
monde chez les hommes mais depuis quelques années, c’est désormais la Hongrie. Des 
incidences très élevées sont également observées en Inde, au Pakistan. Les taux les plus bas 
sont observés en Afrique de l’Ouest. La répartition géographique des carcinomes du 
nasopharynx est particulière. Il représente moins de 2 % des carcinomes des VADS en France 
[159]. Il s’observe surtout en Asie du sud-est, en Afrique du Nord et dans les terres arctiques  
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Figure 1: Schéma représentant les différentes régions des VADS. 
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(Groenland, Alaska). Ils constituent une entité bien distincte des autres tumeurs de la tête et 
du cou, en premier lieu parce qu’ils résultent de facteurs étiologiques différents. 
1.1.3 Survie 
Une estimation de la survie en Europe a été faite à partir de l’enquête EUROCARE-3 
regroupant les données de 56 registres provenant de 22 pays européens [53]. Ce travail fournit 
des informations sur la survie à 5 ans après le diagnostic pour 1 800 000 patients 
diagnostiqués durant la période 1990-1994 et suivis jusqu’en 1999. Les chiffres varient en 
fonction de la localisation mais aussi en fonction du sexe. Les résultats sont présentés dans le 
tableau 1. La survie associée aux carcinomes épidermoïdes ORL reste donc extrêmement 
mauvaise. L’amélioration de la prise en charge de cette maladie repose comme dans un grand 
nombre de cancers sur :  
- un dépistage précoce des tumeurs 
- la mise au point de traitements de la maladie locale ou avancée plus efficaces et 
surtout mieux tolérés chez une population de patients qui présentent, en raison de 
leur mode de vie, un état général souvent altéré. 
 
 
Localisation 
de la tumeur 
Nombre de patients 
(hommes/femmes) 
Survie relative 
à 5 ans globale 
Survie relative à 
5 ans chez les 
femmes 
Survie relative à 
5 ans chez les 
hommes 
Lèvre 6 195 (4964/1231) 92% 90,3% 92,5% 
Larynx 22 259 (19669/2590) 60,5% 59,4% 60,7% 
Cavité buccale 10 746 (7315/3431) 45,8% 56,9% 40,6% 
Nasopharynx 1 872 (1299/573) 42,8% 49,3% 39,9% 
Oropharynx 6 185 (5015/1170) 31,5% 43,5% 28,7% 
Hypopharynx 4 897 (4029/868) 24,8% 32,3% 23,2% 
 
Tableau 1 : Survie relative à 5 ans (%) pour les cancers des VADS en fonction de la localisation et du sexe, 
déterminé chez des adultes (15-99 ans) diagnostiqués durant la période 1990-1994 et suivis jusqu’en 1999. 
D’après [53]. 
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1.2 Facteurs de risque 
1.2.1 Tabac 
Il constitue le principal facteur de risque et il est d'autant plus important à partir de 20 
paquets-année (nombre de paquets par jour multiplié par le nombre d'années de 
consommation). La cigarette est une cause reconnue de cancer de la cavité buccale, du 
pharynx et du larynx mais aussi des cavités nasales et des sinus [199]. Le risque diminue à 
l’arrêt du tabagisme et ceci d’autant plus que la durée depuis l’arrêt augmente.  
Le tabac non fumé (chiqué : tabac mâché en feuilles ou prisé : tabac humecté ou sec et haché 
très finement aspiré par le nez) représente lui aussi un facteur de risque. Le tabac sans fumée 
contient également des substances toxiques et cancérigènes (nitrosamines). En 1985, le Centre 
International de Recherche sur le Cancer avait revu les données disponibles et concluait que le 
tabac non fumé consommé par voie orale augmentait le risque de cancer de la cavité buccale 
et du pharynx [10]. 
La chique de feuille de bétel associée au tabac, pratique traditionnelle très répandue dans de 
nombreuses régions d’Asie, est un facteur de risque des cancers de la cavité buccale, du 
pharynx et de l’œsophage. 
1.2.2 Alcool 
Des études épidémiologiques ont montré que la consommation d’alcool est un facteur causal 
de cancer de la cavité buccale, de l’oropharynx, de l’hypopharynx et du larynx [85]. Le risque 
augmente avec la dose d'alcool pur et est d'autant plus important à partir de 40g de 
consommation d'alcool pur par jour. 
1.2.3 Interaction alcool - tabac 
L'intoxication simultanée d'alcool et de tabac a un effet synergique sur le risque de 
développement des tumeurs malignes des VADS.  
1.2.4 Les virus 
Il existe une contribution du virus d’Epstein-Barr (EBV) à l’oncogénèse des carcinomes du 
nasopharynx puisque son ADN est toujours retrouvé dans les cellules tumorales. Toutefois, le 
rôle du virus n’est pas exclusif, comme le montrent les données fondamentales de 
l’épidémiologie ; l’infection systémique par EBV est universellement répandue dans l’espèce 
humaine alors que la fréquence des carcinomes du nasopharynx n’est élevée que dans certains 
groupes de population. L’étiologie retenue pour les carcinomes du nasopharynx est la 
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conjonction d’une composante virale EBV avec des facteurs de prédisposition héréditaires 
et /ou des facteurs environnementaux non viraux [159]. 
Certains papillomavirus humains (HPV), en particulier HPV16, pourraient avoir un rôle 
étiologique dans certains carcinomes des VADS [69]. On connaît le rôle oncogénique de 
certains types HPV dans les cancers du col de l’utérus. Ainsi, HPV16 et –18 sont aussi 
capables de transformer les cellules épithéliales des voies aériennes supérieures. La 
proportion de cancer des VADS HPV positifs varie selon les études mais la majorité des 
travaux indiquent que 50% des tumeurs oropharyngées contiennent le génome de HPV. Ce 
chiffre diminue si l’on considère tous les cancers des VADS. Les cancers des VADS HPV 
positifs constituent un sous groupe particulier avec des caractéristiques cliniques différentes 
des patients HPV-négatifs : 1) patients plus jeunes d’environ 5 ans, 2) les femmes sont autant 
touchées que les hommes, 3) pas d’antécédent d’intoxication alcoolo-tabagique, 4) tumeur 
localisée dans l’oropharynx et plus particulièrement les amygdales. Histologiquement, les 
tumeurs HPV-positives sont faiblement différenciées et paradoxalement, répondent mieux au 
traitement et sont de meilleur pronostic. 
Récemment, une étude cas-témoin [58] a montré qu’un sous-groupe de cancers oropharyngés 
était fortement associé à la présence d’une infection HPV indépendamment de la 
consommation de tabac et d’alcool. 
1.2.5 L'alimentation 
Les études épidémiologiques conduites sur le rôle de l'alimentation [164;187] montrent 
globalement que la consommation de carotènes, de vitamine A et C et de fruits et légumes 
diminue le risque de cancers des VADS. 
En ce qui concerne le cancer du nasopharynx, la consommation de poisson conservé par 
salaison, particulièrement lorsqu’il est conditionné suivant un procédé traditionnel utilisé en 
Chine du Sud serait associé à un risque plus grand de survenue du cancer, risque aggravé 
lorsque la consommation commence à une période précoce de la vie — dès le sevrage — et en 
association avec un régime pauvre en fruits et en légumes [209]. 
1.2.6 Facteurs de risque professionnels 
L’exposition professionnelle aux hydrocarbures polycycliques est un facteur de risque pour 
les cancers de la cavité buccale et du larynx. L’exposition à l’amiante est un facteur de risque 
de cancer du larynx. 
Les données épidémiologiques suggèrent une relation causale entre l’exposition au 
formaldéhyde et le cancer du nasopharynx. L’exposition aux poussières de bois est également 
associée au cancer du nasopharynx [210]. 
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1.2.7 Autres facteurs 
Certains allèles du système HLA pourraient conférer une susceptibilité génétique au 
carcinome du nasopharynx, lorsqu'ils sont associés à un certain répertoire de souches virales 
EBV [159]. 
Un antécédent de cancer des VADS, de carcinome épidermoïde bronchique ou œsophagien 
constitue un facteur de risque; en effet, il existe un risque de survenue d'une 2ème localisation 
au niveau des VADS dans 10 à 25% des cas. 
1.3 Prise en charge thérapeutique 
1.3.1 Diagnostic clinique 
1.3.1.1 Circonstances de découverte 
Elles varient en fonction de la localisation tumorale: 
9 cavité buccale: douleur (glossodynie) ou sensation de corps étranger. 
9 Oropharynx: douleurs provoquées par la déglutition (odynophagie), 
irradiant fréquemment vers l'oreille. 
9 Hypopharynx: dysphagie d'abord intermittente puis permanente. 
9 Larynx: dysphonie, dyspnée laryngée, crachats sanglants. 
Ces signes sont souvent d'apparition tardive ou sont négligés par le patient ce qui explique 
que dans 1/3 des cas, c'est une tuméfaction cervicale correspondant à un ganglion 
métastatique qui amène le patient à consulter, 
1.3.1.2 Examen clinique 
L'examen ORL de base doit soigneusement explorer les étages successifs des VADS: 
9 cavité buccale et oropharynx sont accessibles à l'inspection simple 
9 examen au miroir laryngé pour hypopharynx et larynx 
9 Palpation cervicale bilatérale pour rechercher des adénopathies. 
La biopsie tumorale, indispensable au diagnostic peut être effectuée lors de l'examen clinique 
si la tumeur est accessible, sinon elle sera réalisée lors de la pan-endoscopie. 
L'examen ORL sera complété d'un examen clinique général visant à évaluer l'état général du 
patient et de rechercher d'éventuels signes cliniques de métastases viscérales. 
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Tableau 2: Classification T (extension locale tumorale) relative aux tumeurs des VADS en fonction de leur 
localisation. 
 
 
 
N0 Absence d'adénopathies 
N1 Adénopathie unique, homolatérale, ≤ 3 cm 
N2a Adénopathie unique, homolatérale, de 3 à 6 cm 
N2b Adénopathie(s) homolatérale(s) ≤ 6 cm N2 
N2c Adénopathies bilatérales ou adénopathie(s) controlatérale(s) ≤ 6 cm 
N3 Adénopathie(s)≥ 6 cm 
 
Tableau 3:Classification N (adénopathies cervicales) relative aux tumeurs des VADS. 
Hypopharynx Larynx 
 
Cavité buccale 
et 
Oropharynx               Tumeur               Mobilité laryngée                Tumeur             Mobilité laryngée
T1 Tumeur≤ 2cm Limitée à une région hypopharyngée Normale 
Limitée à une région 
laryngée Normale 
T2 Tumeur> 2cm et ≤ 4cm 
Etendue à plus d'1 
région hypopharyngée 
ou région voisine 
adjacente 
Normale ou 
diminuée 
Etendue à 1 ou à 2 
régions laryngées  
adjacentes 
Normale ou 
diminuée 
T3 Tumeur > 4cm 
Atteinte d'une ou 
plusieurs régions 
hypopharyngées ou 
régions voisines 
adjacentes 
Fixation 
laryngée Limitée au larynx 
Fixation 
laryngée 
T4 
Tumeur étendue à 
l'os, aux muscles 
profonds, à la 
peau ou à une 
autre région 
Atteinte cartilagineuse, 
osseuse (os hyoïde) ou 
aux tissus mous 
Larynx mobile 
ou fixé 
Extension au-delà du 
larynx et/ou atteinte 
cartilagineuse 
Larynx 
mobile ou fixé
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1.3.1.3 Bilan complémentaire 
Ce bilan a pour but de préciser au mieux la localisation et les limites tumorales, d'apprécier un 
envahissement ganglionnaire, d’évaluer l'opérabilité du patient et de proposer un traitement. 
• La pan-endoscopie est un examen réalisé sous anesthésie générale à l'aide de tubes 
rigides permettant de visualiser avec précision les VADS. Elle comprend aussi une 
oesophagoscopie et une bronchoscopie. Elle permet entre autre de rechercher une 2ème 
localisation (10 à 15% des cas) et d'effectuer des biopsies tumorales indispensables au 
diagnostic. 
• Tomodensitométrie cervico-faciale avec ou sans injection: demandée en fonction des 
localisations tumorales pour rechercher un envahissement osseux. 
• IRM (imagerie par résonance magnétique) cervico-faciale, non systématique, utile 
pour l'étude des parties molles (rhinopharynx) ou cas de localisation linguale importante et 
mal définie. 
• Radiographie pulmonaire et échographie hépatique systématiques pour la recherche de 
métastases viscérales  
• En cas de signes cliniques d'appel, d'autres examens d'imagerie pourront être réalisés: 
scintigraphie osseuse, scanner cérébral, thoracique... 
Outre ces recherches spécifiques, le bilan pré-thérapeutique contient bien sûr un bilan 
biologique standard incluant un bilan hépatique et nutritionnel. 
1.3.1.4 Classification TNM 
La classification T qui correspond à l'extension ou à la taille de la tumeur dépend de la 
localisation et est résumée dans le tableau 2. 
La classification N renseigne sur la présence et la taille d'adénopathies cervicales (tableau 3). 
Les cancers des VADS sont lymphophiles. 
Enfin, la classification M permet de signaler la présence (M1) ou absence (M0) de métastases 
à distance. 
1.3.2 Anatomie pathologique  
1.3.2.1 Macroscopie 
La lésion cancéreuse peut avoir un aspect bourgeonnant, ulcérant (parfois nécrotique) ou 
ulcéro-bourgeonnant. 
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1.3.2.2 Histologie 
La plupart des cancers des VADS sont développés à partir de l'épithélium malpighien de 
surface, expliquant que la forme la plus fréquente soit le carcinome épidermoïde plus ou 
moins différencié: il représente 90% des cas de cancers des VADS. 
Les tumeurs épithéliales non épidermoïdes (10%) représentent un groupe très hétérogène qui 
regroupe les carcinomes du nasopharynx (ou cavum) ou les adénocarcinomes des sinus de la 
face ou des glandes salivaires principales ou accessoires 
1.3.3 Traitement 
Le traitement est décidé au terme du bilan clinique et complémentaire et tient compte du stade 
TNM de la tumeur, de l'état général et de l'âge du patient. Il repose essentiellement sur la 
chirurgie et la radiothérapie, souvent associées. La chirurgie a pour indication essentielle 
d'enlever la maladie macroscopique visible, la radiothérapie ayant pour rôle de traiter la 
maladie microscopique locorégionale, invisible initialement mais source de récidives 
ultérieures. Contrairement à la chirurgie ou à la radiothérapie qui peuvent être curatives à elles 
seules, la chimiothérapie ne peut être envisagée qu'en complément des méthodes précédentes, 
elle consiste en l'utilisation de 5-fluoro-uracile et de cisplatine. La chimiothérapie peut être 
utilisée en situation néoadjuvante dans l'espoir de réduire le volume tumoral et de permettre 
une chirurgie moins mutilante. Enfin, les thérapeutiques ciblées viennent compléter le panel 
thérapeutique avec la récente AMM du cetuximab en association avec la radiothérapie dans le 
traitement des carcinomes épidermoïdes localement avancés de la tête et du cou. 
1.3.3.1 Chirurgie 
a) Chirurgie de la tumeur 
Elle consiste en l'exérèse tumorale complète c'est à dire des limites de résection tumorales 
saines amputant parfois et non systématiquement, une ou plusieurs fonctions des VADS 
(déglutition, phonation, respiration par les voies naturelles) en fonction de la localisation et de 
l'extension. En cas d'exérèse tumorale importantes avec de lourdes séquelles esthétiques et 
fonctionnelles, différents types de reconstructions par lambeau musculo-cutané pédiculisés ou 
libres, voire ostéo-musculo-cutanés peuvent permettre de retrouver un aspect esthétique 
convenable et parfois une amélioration fonctionnelle. 
b) Chirurgie des aires ganglionnaires 
La chirurgie des ganglions cervicaux, appelée curage ou évidement ganglionnaire, doit être le 
plus souvent associée à l'exérèse tumorale en raison de la très forte lymphophilie des 
carcinomes épidermoïdes des VADS. 
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1.3.3.2 Radiothérapie externe 
La radiothérapie externe peut être indiquée lors d'un traitement curatif de la tumeur, seule ou 
associée à un traitement chirurgical. En post-opératoire, elle est réalisée environ 4 à 6 
semaines après le traitement chirurgical. En situation curative (radiothérapie isolée, exérèse 
chirurgicale  non satisfaisante ou encore en cas d'adénopathies atteintes avec rupture 
capsulaire), la dose totale délivrée est de 60 à 70 Gy (gray). En pratique, une première dose de 
50 à 55 Gy est délivrée sur les zones à risques (tumeur primitive + aires ganglionnaires 
cervicales) suivie d'une surimpression de 20 à 25 Gy sur la tumeur et les ganglions 
initialement envahis. 
En situation prophylactique (post-opératoire ou statut ganglionnaire N0 non opéré), la dose 
totale délivrée est de 45 Gy. 
1.3.3.3 Curiethérapie 
La curiethérapie interstitielle est effectuée par la mise en place sous anesthésie générale de fils 
ou de cavaliers d'Iridium 192. Les indications concernent certaines tumeurs T1 de la cavité 
buccale ou de l'oropharynx. 
La curiethérapie peut aussi être utilisée en association avec la radiothérapie externe au 
moment de la surimpression localisée à la tumeur. 
1.3.3.4 Chimiothérapie 
Contrairement à la chirurgie ou à la radiothérapie qui peuvent être curatives à elles seules, la 
chimiothérapie des cancers des VADS ne peut être envisagée qu’en complément des 
méthodes précédentes. Il existe différents protocoles faisant tous appel à l’utilisation d’un sel 
de platine. 
a) Association 5-Fluoro Uracile (5-FU) et Cisplatine 
Ce protocole est le traitement standard d’un patient non opéré. Le cisplatine est administré à 
J1 et le 5-FU de J2à J5. Le 2ème cycle commence à J21 et ce protocole contient 2 ou 3 cycles. 
Le cisplatine peut être remplacé par le carboplatine. 
b) Platine monothérapie 
Ce protocole est basé sur l’utilisation du cisplatine ou du carboplatine seul tous les 21 jours. 
Cette chimiothérapie est associée à la radiothérapie dans le cadre d’un traitement adjuvant 
d’un patient opéré. 
c) Platine hebdomadaire 
Ici le cisplatine ou carboplatine est administré une fois par semaine pendant la durée de la 
radiothérapie (7 à 9 semaines) 
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1.3.3.5 Thérapeutiques ciblées 
Les importants travaux de biologie moléculaire réalisés ces dernières années ont permis une 
meilleure compréhension de certains mécanismes impliqués dans la carcinogénèse des VADS. 
Parmi les cibles potentielles, le récepteur de l’EGF constitue l’axe de recherche principal. La 
seule molécule actuellement utilisée est le cetuximab, en association avec la radiothérapie 
dans le traitement des carcinomes épidermoïdes des VADS localement avancés. Cependant, 
de récents résultats positifs vont sûrement permettre l’utilisation du cetuximab en association 
avec le 5-FU/Cisplatine. 
La pharmacologie et l’efficacité des inhibiteurs de l’EGFR font l’objet d’un chapitre dans 
cette revue bibliographique. 
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Figure 2 : Modèle de carcinogénèse ORL multi-étapes. D’après Soria et al [180]. 
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2 Carcinogenèse des VADS 
Le processus carcinogénique des VADS est lié à des dysrégulations de la prolifération, 
de la différenciation et de la mort cellulaire, secondaires à une exposition globale de 
l’épithélium des voies aériennes aux agents oncogéniques du tabac. La lésion initiale est 
muqueuse superficielle, souvent érythémateuse et discrètement surélevée. Ensuite surviennent 
l'extension en surface et surtout l'infiltration en profondeur. L'infiltration musculaire est 
précoce ainsi que l'extension périneurale et endovasculaire. La tumeur peut atteindre le 
périoste osseux puis l'os médullaire. L'ensemble de ces cancers possède une propension 
marquée à envahir les ganglions lymphatiques cervicaux; les tumeurs peu différentiées 
donnant plus souvent des adénopathies que les formes de faible grade. 
Le risque métastatique est important, voisin en moyenne de 30%. Le volume de la tumeur, 
son grade et l'importance de l'extension ganglionnaire sont des éléments prédictifs de ce 
risque. Les métastases des cancers primitifs des VADS apparaissent essentiellement au niveau 
pulmonaire et osseux et dans une moindre mesure, au niveau hépatique et cérébral. 
Il est actuellement admis que la carcinogenèse correspond à un processus multi-étapes au 
cours duquel il existe une accumulation progressive d'altérations génétiques, moléculaires et 
phénotypiques qui permettent l'émergence finale du cancer [92]. Les événements les plus 
précoces de ce processus correspondent à des mutations, délétions ou polysomies au niveau 
du génome des cellules. Ces modifications génétiques ne se traduisent pas initialement par des 
modifications morphologiques cellulaires ou des remaniements de l'architecture tissulaire. 
Des événements supplémentaires sont souvent nécessaires pour induire des modifications 
phénotypiques, puis physiologiques au niveau des tissus (prolifération incontrôlée, invasivité, 
pouvoir métastatique...). Ces processus sont décrits dans ce chapitre. La figure 2 est une 
illustration du processus carcinogénique multi-étapes au niveau des VADS.  
2.1 Susceptibilité génétique 
Bien que le tabac ait été identifié comme principal carcinogène des voies aériennes, 
des données épidémiologiques suggèrent fortement l'existence d'une prédisposition génétique 
dans l'apparition des cancers des VADS. L'étude des gènes impliqués dans l'activation ou 
l'élimination des métabolites carcinogènes dérivés du tabac a permis de mettre en évidence 
des polymorphismes génétiques enzymatiques jouant un rôle important dans la survenue des 
cancers des VADS. Le tabac contient une cinquantaine de carcinogènes qui sont d'abord 
oxydés par des enzymes de phase I (cytochrome P450) puis détoxifié par des enzymes de 
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phase II telles que les Glutathion-S-transférases (GSTs). Les GSTs catalysent la conjugaison 
du glutathion au groupement électrophile carcinogène pour l'empêcher de créer des 
dommages à l'ADN et notamment des adduits. Les GSTs se divisent en 4 classes (α,μ,π et θ) 
et chaque classe contient plusieurs gènes. Il existe, pour certains gènes, des allèles nuls 
entraînant l'absence d'activité enzymatique. Il apparaît que les génotypes nuls concernant les 
GST T1 et GST M1, ainsi que certains génotypes de la GST P1 sont des facteurs de risque 
dans la survenue des cancers des VADS [44;98].  
2.2 Activité télomérase 
La télomérase est une enzyme de type transcriptase inverse qui compense la 
dégradation des télomères qui sont raccourcis à chaque division cellulaire. La perte de 
l’intégrité télomérique est perçue comme un signal par p53, qui déclenche une entrée en 
sénescence ou en apoptose, qui fait obstacle au développement de cellules tumorales. 
L’activation de la télomérase est observée dans 85% des cancers, toutes localisations 
confondues, alors qu’elle est absente dans la plupart des tissus sains et des lésions bénignes 
[71]. Curran et al. [57] ont montré que 90% des tumeurs de la cavité buccale présentaient une 
activité télomérase alors que seulement 35% des tissus normaux adjacents étaient télomérase 
positifs. Ils ont aussi identifié une corrélation positive entre l’activité télomérase et le grade 
tumoral, suggérant que la télomérase est aussi activée dans les stades tardifs de la 
carcinogénèse orale 
2.3 Anomalies chromosomiques 
Des pertes chromosomiques ont été identifiées en 3p13-q24, 5q12-q23, 8p22-p23, 
9p21-p24 et 18q22-23 et sont présentes dans environ 50% des tumeurs alors que 33% des 
tumeurs présenteraient des gains chromosomiques en 3q21-qter, 5p, 7p, 8q, 11q13-23 [26]. 
Les pertes d'hétérozygotie (loss of heterozygosity ou LOH) suggérant l'inactivation de gènes 
suppresseurs de tumeur concernent les bras courts des chromosomes 3, 9 et 17 et sur les bras 
longs des chromosomes 5, 11, 13 et 18q [3;134]. Une corrélation entre la perte d'un allèle en 
18q et un mauvais pronostic clinique a été observée dans une étude incluant 67 patients 
atteints de carcinome épidermoïde des VADS [146]. Les pertes en 3p14 et 9p21 ont été 
observées avec une fréquence élevée dans les lésions précancéreuses de la cavité buccale et 
sont associées au développement secondaire de cancers des VADS [109]. Cela indique que 
l'altération de certains gènes suppresseurs dans ces régions est probablement un événement 
précoce de la carcinogenèse des VADS. Il a, par ailleurs, été démontré que le degré de 
polysomie (autre mesure de l'instabilité génétique, ce degré est évalué avec des sondes 
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centromériques dirigées contre les chromosomes 7 et 17, et défini comme la présence d'au 
moins trois copies pour un chromosome) était associé à la progression histologique des 
lésions précancéreuses des VADS [109].  
2.4 Virus HPV 
 La carcinogenèse provoquée par le virus HPV est différente de celle liée aux 
carcinogènes comme le tabac et l’alcool. Elle implique cependant une inactivation de p53 et 
pRb, qui peuvent être dérégulés dans des tumeurs HPV-négatives par des mécanismes que 
nous venons d’évoquer. Dans les tumeurs HPV-positives, l’expression de l’oncoprotéine 
virale E7 s’accompagne d’une diminution de la protéine pRb sans que le gène soit affecté, 
d’une diminution de l’expression de la cycline D1 et d’une accumulation de p16 [7]. 
L’oncoprotéine E6 est capable d’inactiver p53 sauvage par le même mécanisme que E7 utilise 
pour inactiver pRb, c’est à dire par une dégradation par le protéasome. Il semble aussi que les 
tumeurs HPV-positives subissent des altérations chromosomiques (perte, gain) spécifiques de 
l’infection [69]. 
2.5 Oncogènes 
2.5.1 EGFR 
En ce qui concerne les cancers des VADS, il a été démontré une surexpression du récepteur 
de l’EGF (epidermal growth factor) dans environ 85 % des tumeurs ORL. Le niveau 
d'expression du récepteur de l’EGF est 29 fois plus élevé dans l'épithélium histologiquement 
normal de patients porteurs d'un cancer des VADS, et 69 fois plus élevé dans la tumeur elle-
même, que dans l'épithélium normal provenant de sujets non-fumeurs [79]. Cette 
surexpression est également présente dans les lésions dysplasiques, et elle semble associée à 
la progression histologique des lésions précancéreuses [176]. 
2.5.2 Cycline D1 
La cycline D1 est codée par le gène CCND1/PRAD-1 situé au niveau du chromosome 11q13. 
La cycline D1 répond à des signaux mitogènes extracellulaires et contrôle la progression en 
phase G1 du cycle cellulaire. Elle forme des complexes avec les kinases dépendantes des 
cyclines cdk4 or cdk6 et permet la progression en G1 en phosphorylant la protéine du 
rétinoblastome (pRB). La surexpression de la cycline D1 raccourcit l’intervalle G1 et réduit la 
dépendance des cellules aux signaux mitogènes pour la prolifération. Dans les cancers des 
VADS, une amplification du gène de la cycline D1 a été observé dans 26 à 39% des cas [125] 
et une surexpression de la cycline D1 a été décrite dans 39 à 64% des cas [4;127].
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Figure 3 : Cascades de signalisation intracellulaires déclenchées par les homo- ou hétérodimères HER 
activés par la liaison d’un ligand. D’après [157]. 
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2.5.3 Ras 
La sous-famille des protéines Ras comprend 4 membres: H-Ras, N-Ras, K-Ras 4A et K-Ras 
4B, codés par trois gènes, H-ras (Harvey), N-ras (Neuroblastoma) et K-ras (Kirsten) situés 
sur des chromosomes différents tous codant pour des protéines d’un poids moléculaire de 21 
KDa, capables de lier le GTP (guanosine triphosphate), ancrées à la membrane intracellulaire 
et qui sont impliquées dans la transduction du signal de prolifération cellulaire. Les protéines 
H-Ras, N-Ras, K-Ras 4A et K-Ras 4B (ces dernières issues de l'épissage alternatif du 
quatrième codon  
de K-ras) font partie de la voie Ras/Raf/MAPK se trouvant en aval des récepteurs aux facteurs 
de croissance (voir figure 3). Ces récepteurs à activité tyrosine kinase s’autophosphorylent et 
entraînent une cascade de phosphorylation de kinases type Serine /Thréonine kinases pour in 
fine réguler la transcription d’un certain nombre de gènes participant à la régulation fine des 
mécanismes de prolifération et de différenciation. 
Les mutations portant sur les gènes codant pour les protéines Ras (mutation faux-sens des 
codons 12 ou 13 dans l’exon 1, 59 ou 61 dans l’exon 2) retrouvées dans les cellules tumorales 
portent sur le site catalytique de Ras qui perd son activité GTPasique intrinsèque et donc sa 
capacité de rétrocontrôle du signal de croissance. La conséquence en est une activation 
constitutive et non régulée des cascades de signalisation en aval des récepteurs membranaires 
aux facteurs de croissance. Les cellules deviennent indépendantes de la présence dans le 
milieu extracellulaire de facteurs de croissance.  
Des mutations de Ras, pourtant fréquentes dans d'autres types tumoraux (50% des 
adénocarcinomes pulmonaires présentes des mutations de K-Ras), n'ont été identifiées que 
dans moins de 5% des carcinomes des VADS des patients du monde occidental [206]. 
2.5.4 PI3 Kinase / Akt 
Les données sur l’impact de la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt dans 
l’oncogénèse des cancers tête et cou sont contradictoires. La PI3K est un hétérodimère formé 
de la sous unité régulatrice p85 et de la sous unité catalytique p110. La sous unité p85 a la 
capacité de se lier aux résidus tyrosine phosphorylés des récepteurs tyrosine kinase (c’est à 
dire suite à leur activation et autophosphorylation). Cette liaison entraîne le recrutement de la 
PI3K au niveau de la membrane plasmique où se trouve son substrat (le phosphatidylinositol-
4,5-biphosphate ou PIP2) et déclenche la modification allostérique de la PI3K nécessaire à 
son activation. La phosphorylation de PIP2 par la PI3K produit du PIP3 
(phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) qui interagit avec AKT par le biais de son domaine 
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PH (Pleckstrin Homology) et permet son recrutement au niveau de la membrane plasmique où 
il sera à son tour phosphorylé par une serine/thréonine kinase PDK1 (phosphatidylinositol 3-
dependant kinase 1). L’activation de AKT peut être régulée négativement par PTEN 
(Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten) qui déphosphoryle PIP3 en 
PIP2. Comme le montre la figure 3, les cibles en aval de AKT sont multiples et aboutissent à 
des phénomènes de survie cellulaire, de progression dans le cycle cellulaire, de traduction des 
ARN messagers (notamment par le biais de mTOR). 
PTEN fait l’objet de résultats opposés en ce qui concerne sa perte ou la présence de mutations 
dans les cancers de la tête et du cou. Une étude a rapporté des altérations de PTEN dans 41% 
des cas de cancers des VADS [136] alors que Kubo et al. [105] n’ont pas retrouvé de telles 
mutations. Il semble, en revanche, que la surexpression de la sous-unité catalytique de la PI3K 
soit retrouvée dans les stades précoces et avancés de la carcinogénèse des VADS. Par ailleurs, 
l’activation de la voie de la PI3K a été corrélée avec la présence d’envahissement 
ganglionnaire, de résistance au cisplatine et une augmentation des phénomènes d’angiogénèse 
[8]. 
2.5.5 Myc 
Les membres de la famille du gène myc (c- myc, N- myc, L- myc) codent pour une protéine 
de 62-kDa qui active la transcription de gènes nécessaires à la phase S. Myc et l’ARN 
messager (ARNm) du gène myc sont pratiquement indécelables dans les cellules au repos. 
Lors du passage de G0 en G1 (facteurs de croissance), une synthèse rapide s’effectue (on 
parle de gène de réponse précoce). Le gène myc continue à être exprimé pendant la phase S, 
notamment sous l’influence du signal passant par la tyrosine kinase Src. La surexpression de 
myc modifie la régulation de nombreux gènes et contribue à la transformation maligne des 
cellules. La fréquence de l'amplification et/ou de la surexpression de c-myc dans les 
carcinomes des VADS varie de 9 à 48 % [72;162]. 
Le pouvoir pronostique de l’expression de c-myc fait l’objet de contradictions. Une étude 
récente [182] a confirmé l'association entre la surexpression de c- myc et le grade tumoral 
mais n’a pas corroboré l’existence de corrélation entre l’expression de c-myc et des 
paramètres cliniques tels que la survie globale ou la survie sans récidive. 
2.5.6 Autres oncogènes 
Il a également été suggéré que la surexpression de eIF4E, facteur d'initiation de la synthèse 
protéique, pouvait contribuer au processus oncogénique au niveau de l'épithélium des VADS, 
en facilitant notamment l'angiogenèse tumorale [133].  
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2.6 Gènes suppresseurs de tumeurs 
2.6.1 P53 
TP53 est un gène suppresseur de tumeurs situé sur le bras court du chromosome 17 (locus 
17p13) qui code pour la protéine p53, largement impliquée dans la régulation du cycle 
cellulaire et de l’apoptose. Elle joue le rôle de « gardien » du génome en arrêtant 
momentanément le cycle cellulaire, en empêchant le franchissement du point de restriction de 
la transition passage de G1 à S, afin de permettre à la cellule de réparer les erreurs et induire 
l’apoptose lorsque les dommages sont trop étendus. Cette action est médiée par la protéine du 
rétinoblastome pRb et la protéine p21Waf1/CIP1. En effet, la protéine p53 induit la transcription 
du gène CIP1/Waf1 codant pour la protéine p21Waf1/CIP1 qui est un inhibiteur des cyclines.  
Les altérations de p53 sont fréquentes dans les cancers des VADS sous la forme de pertes 
alléliques, mutations ponctuelles, délétions ou inactivations. La fréquence de surexpression et 
de mutation de p53 dans les cancers des VADS est estimée entre 20 % et 80 %. L'existence 
d'altérations de p53 ont été décrites dans des lésions précancéreuses des VADS avec une 
augmentation de leur fréquence, de façon parallèle à l'aggravation histologique de ces lésions 
[29;175]. Les altérations de p53 font partie des évènements précoces de la carcinogénèse des 
VADS. Il a enfin été suggéré que des marges chirurgicales considérées comme saines sur le 
plan phénotypique étaient souvent en fait envahies par des cellules porteuses de mutations de 
TP53 [31]. L'étude d'une série de tumeurs réséquées et des marges chirurgicales 
correspondantes a montré que 38% des patients présentant des altérations de p53 au niveau 
des marges chirurgicales rechutaient localement versus aucun patient ayant des marges saines 
[31]. La recherche des altérations de p53 pour prédire le potentiel malin des cellules semble 
intéressante mais comporte des limites. La première repose sur le fait que les mutations de 
p53 ne concerne qu'environ 60% des cas de tumeurs des VADS et la deuxième relève du fait 
qu'il n'existe pas un système simple de détection des formes mutées de p53 [25]. En effet la 
détection par immunohistochimie donne lieu dans 40% des cas à des discordances avec le 
séquençage [189] et l'hétérogénéité des mutations de p53 (environ 2000 mutations différentes 
dans les cancer des VADS) ne permet pas la mise en place d'un génotypage de « routine ».  
2.6.2 p16 
La perte d'hétérozygotie fréquente et précoce en 9p21-p24 dans les lésions des VADS a 
conduit à l'étude de cette région chromosomique et à la découverte de p16 comme gène 
suppresseur de tumeur, fréquemment impliqué dans la carcinogenèse des VADS [36;154]. Les 
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mutations ponctuelles sont rares dans la plupart des tumeurs ORL. Les principaux 
mécanismes d'inactivation de p16 sont la délétion homozygote ou la méthylation du gène 
[35;126]. La perte de p16 pourrait intervenir tôt dans la carcinogenèse des VADS [144].  
2.7 Néoangiogenèse 
 L'angiogenèse représente l'ensemble des mécanismes cellulaires et moléculaires qui 
concourent à la formation de nouveaux capillaires sanguins par bourgeonnement de vaisseaux 
préexistants en réponse à une stimulation. En effet, si une tumeur de 1 à 2 mm de diamètre 
peut recevoir tous les nutriments par simple diffusion, la croissance tumorale ultérieure 
dépend du développement d’une néovascularisation. La commutation ou « switch » 
angiogénique est acquise à un stade précoce de la tumeur. Cela semble même être un pré-
requis pour le développement macroscopique de la tumeur.  
La néo-angiogénèse est induite par un déséquilibre de la balance entre des facteurs inducteurs 
de l'angiogénèse (comme le VEGF ou Vascular Endothelial Growth Factor et le FGF ou 
Fibroblast Growth Factor) et des facteurs anti-angiogéniques (comme l’interféron β et la 
thrombospondine 1 [83]. La modification de cette balance semble mettre en jeu des altérations 
de la transcription des gènes codant des facteurs pro- et anti-angiogéniques. Par exemple, de 
nombreuses tumeurs possédant un gène ras muté présentent une surexpression de VEGF. Par 
ailleurs, certaines tumeurs caractérisées par une perte de fonction de p53, présentent une 
diminution de l'expression de la thrombospondine 1 [59]. 
 
Les différents mécanismes cités ici sont cependant communs à tous les cancers et aucun ne 
joue un rôle spécifique de cette localisation. A titre d’exemple, une recherche bibliographique 
sur pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed) avec comme mots clés 
« cancer and head and neck » sur les 5 dernières années fournit 641 références d’articles alors 
que les mêmes recherches sur le cancer du poumon ou du pancréas aboutissent respectivement 
à 34833 et 4982 références… 
Certaines de ces cibles restent cependant intéressantes pour les thérapies anti-cancéreuses ; 
c'est le cas de l'EGFR qui fait l'objet du chapitre suivant. 
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PARTIE II. EGFR ET INHIBITEURS D’EGFR 
1 Le récepteur de l’EGF. 
 Le récepteur au facteur de croissance des épidermes (Epidermal Growth Factor 
Receptor ou HER1, EGFR, c-erb-B1) est l’un des quatre membres de la famille des récepteurs 
transmembranaires HER à activité tyrosine kinase comprenant également HER-2 (ou c-erb-
B2), HER-3 et HER-4. Les ligands préférentiels de l’EGFR sont l’EGF et le TGFα. Après 
liaison d’un ligand au domaine extracellulaire du récepteur, ces récepteurs se dimérisent 
(homo ou hétérodimérisation). Cette dimérisation provoque la réorganisation 
conformationnelle du domaine intracellulaire qui déclenche l’activité tyrosine kinase par un 
mécanisme de trans-autophosphorylation. L’activation de l’activité tyrosine kinase entraîne la 
phosphorylation sur des résidus tyrosyls intra-cytoplasmiques induisant la transduction de 
signaux intracellulaires. Globalement, deux grandes voies de signalisation sont médiées par 
l’EGFR : la voie Ras/Raf/MAPK/MEK/ERK et la voie PI3K/AKT. Egalement en aval de 
l’EGFR, la voie de la phospholipase C et la voie STAT (PAK-JNKK-JNK) aboutissent à la 
transcription d’un certain nombre de gènes cibles notamment impliqués dans la prolifération, 
la migration et la différentiation cellulaire. 
1.1 Structure 
 L’EGFR est une protéine transmembranaire de 170 KDa composée de trois domaines : 
extracellulaire, transmembranaire et intracytosplamique. Sa structure globale est présentée en 
figure 4. Le premier domaine est extracellulaire [198] et composé de 621 acides aminés. Il se 
décompose en 4 sous domaines I, II, III et IV. Les domaines I et III sont aussi appelés L1 et 
L2 (Ligand binding) et participent à la liaison du ligand. Les domaines II et IV contiennent 
des séquences riches en cystéines et sont parfois nommés CR1 et CR2 (Cysteine-rich). La 
dimérisation du récepteur est intégralement menée par des interactions récepteurs-récepteurs 
en particulier au niveau du domaine II riche en cystéines qui contient le « bras de 
dimérisation ». Ce bras est responsable de la majorité des contacts à l’interface entre les deux 
récepteurs après activation. En l’absence de fixation du ligand (généralement lorsque le 
récepteur se trouve à l’état monomérique) le bras de dimérisation est enfoui sous une attache 
intramoléculaire, au sein du même récepteur, via une interaction avec le domaine IV. La 
dimérisation du récepteur est alors « auto-inhibée » (figure 5). La fixation d’un ligand 
activateur va entraîner un pontage entre les domaines I et III du récepteur engageant un  
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Figure 4: Structure schématique de l’EGFR sous forme monomérique 
Le domaine extracellulaire est composé du site de fixation du ligand (2 sous-domaines L1et L2) et de 2 
domaines riches en cystéines (S1 et S2), permettant la dimérisation du récepteur avec ces partenaires de la 
famille HER. Le domaine intracellulaire comprend le site SH1 à activité tyrosine kinase et les 6 résidus tyrosyls 
(Y) nécessaire à la transphosphorylation ainsi qu’un domaine juxtamembranaire (JM). 
 
Domaine Extracellulaire 
Domaine Transmembranaire 
Domaine Intracellulaire 
Sites 
de 
phosphorylation 
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réarrangement profond de la structure tridimensionnelle de la partie extracellulaire de 
l’EGFR. 
Ce réarrangement entraîne l’arrêt de l’« auto-inhibition » intramoléculaire qui permet alors de 
découvrir le bras de dimérisation. Ce bras ainsi libéré permet au récepteur une interaction 
avec des homologues de la famille HER. L’appariement de deux récepteurs identiques 
constitue une homodimérisation (par exemple, HER1/HER1) alors qu’une hétérodimérisation 
met en jeu deux récepteurs HER différents. 
Le domaine transmembranaire (figure 4) est constitué de 23 acides aminés lipophiles. Ce 
domaine permet l’ancrage du récepteur dans la membrane plasmique.  
La région intracytoplasmique de l’EGFR est formée de 542 acides aminés et se décompose en 
trois domaines distincts : 1/ le domaine juxtaposé à la membrane plasmique qui contient en 
position 654 un résidu thréonine qui peut être phosphorylé par la protéine kinase C 
aboutissant à une diminution de l’activité tyrosine kinase du récepteur (rétrocontrôle); 2/ la 
partie carboxy-terminale, non-catalytique, elle contient les 6 sites de transphosphorylation 
nécessaires aux recrutements des protéines adaptatrices et/ou effectrices possédant des 
domaines SH2 (src homology domain 2) ou PTB (phosphotyrosine binding) ainsi que les 
motifs nécessaires à l’internalisation et la dégradation du récepteur; 3/ le domaine central 
contenant le domaine à activité tyrosine kinase (src homology domain 1 SH1) responsable de 
la transphosphorylation des 6 résidus tyrosyls situés dans le domaine carboxyterminal. Les 
résidus en position 1068, 1086, 1148, 1173 constituent les sites majeurs 
d’autophosphorylation. Avant la liaison de l’EGF sur son site de fixation, la boucle 
d’activation située au sein du domaine intracytoplasmique à activité tyrosine kinase adopte 
une conformation inaccessible à la fois pour le substrat et pour l’ATP. La modification 
conformationnelle engendrée par la fixation du ligand dévoile la poche de fixation de l’ATP 
et permet la dimérisation du récepteur au niveau intracytoplasmique. La dimérisation du 
domaine cytoplasmique est nécessaire à l’activité catalytique et est suffisante pour stimuler 
une phosphorylation croisée entre les 2 récepteurs au niveau de 3 à 6 résidus tyrosyls 
spécifiques du domaine C terminal (figure 4). Parmi les autres récepteurs de la famille HER, 
certains présentent des caractéristiques particulières. Ainsi, le récepteur HER-3 ne présente 
pas d’activité kinase propre tandis que le récepteur HER-2 ne possède pas de ligands. Il est 
constitutivement en configuration « activée » au niveau du domaine extracellulaire et son 
hétérodimérisation avec un autre HER lié à un ligand déclenchera son activité de signalisation 
intracellulaire.
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Figure 5: Modèle d'hétérodimérisation du récepteur EGFR ou HER3 ou HER4 (monomère rouge) avec le 
récepteur HER2.  
a) EGFR (ou HER3 ou HER4) à l'état de repos, son bras de dimérisation en CR1 interagit avec CR2 et le 
récepteur est en conformation « auto-inhibée ». b) un ligand (EGF ou la neuréguline NRG) vient se fixer au 
récepteur HER grâce aux domaines L1 et L2 qui se rapprochent et libèrent ainsi le bras de dimérisation. c) dans 
sa configuration lié au ligand, le récepteur EGFR ou HER3 ou HER4 va préférentiellement recruter HER2, qui 
est constitutivement dans une conformation « «bras de dimérisation exposé ». d) Monomère de HER2 dans sa 
conformation « bras de dimérisation exposé ». D'après Ward et al [200]. 
bras de 
dimérisation 
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1.2 Ligands 
Les 11 ligands des récepteurs HER identifiés à l’heure actuelle sont l’EGF, le 
Transforming Growth Factor-α (TGFα), l’heparin binding-EGF (HB-EGF), la β-celluline, 
l’amphiréguline, l’épiréguline, l’épigène et les neurégulines (NRGs 1 à 4). Ces ligands 
endogènes sont synthétisés sous forme de pro-ligands à faible affinité pour le récepteur. En 
effet, une proportion importante de ces ligands est initialement exprimée sous forme de 
protéines ancrées à la membrane. Un clivage protéolytique via des métalloprotéases 
membranaires va permettre de libérer ces ligands dans le milieu extracellulaire. Dans le cas 
des neurégulines, ils peuvent alors soit agir directement sur leur cible soit se lier aux 
protéoglycanes à la surface cellulaire et permettre un contact « juxtacrine » de ces ligands. 
Parmi ses ligands, six ont été décrits comme capables de se lier à l’EGFR et de l’activer : 
l’Epidermal Growth Factor (EGF), le Transforming Growth Factor alpha (TGFα), l’heparin-
binding (HB-EGF), l’amphiréguline, la β-celluline et l’épiréguline. Il a été rapporté que la 
nature du ligand contrôle pour une part la nature du dimère HER qui sera formé. La figure 5 
illustre la fixation des différents ligands sur les dimères HER formés. Par exemple, on sait que 
le TGFα et l’épiréguline vont favoriser la dimérisation d’HER2 avec l’EGFR, tandis que la 
fixation des NRGs sur HER3 ou HER4 va favoriser leur hétérodimérisation avec HER-2. 
1.3 Transduction du signal médié par l’EGFR 
 La complexité de la transduction du signal médié par l’EGFR inclut dans la plupart des 
cas une initiation du signal au niveau de la membrane cellulaire et l’intervention de protéines 
adaptatrices et/ou effectrices qui induiront une cascade de phosphorylation aboutissant in fine 
à une activation de la transcription de certains gènes et une réponse cellulaire. 
1.3.1 Protéines adaptatrices 
Suite à la transautophosphorylation des dimères HER, des seconds messagers vont interagir 
avec ces récepteurs via un domaine capable de reconnaître des sites de phosphorylation précis 
du récepteur (ou « site d’ancrage »). Ces seconds messagers sont divisés en 2 groupes 
distincts. Le plus important de ces groupes est constitué de seconds messagers qui interagiront 
avec les récepteurs HER via une structure SH2 (Src homology structure), tandis que l’autre 
groupe comporte des seconds messagers dont le site de reconnaissance du récepteur est un 
domaine PTB (phosphotyrosine binding). Les 2 types de seconds messagers ont pour rôle de 
transmettre le signal reçu au niveau du récepteur vers le milieu intracellulaire et le noyau. 
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Figure 6: Réseau de signalisation médié par les récepteurs HER en fonction des dimères formés. D’après 
[207] 
1 = EGFR/ErbB-1; 2 =  HER2/ErbB-2; 3 =  HER3/ErbB-3; 4 = HER4/ErbB-4; LPA = lysophosphatidic acid; 
ET = endothelin, NRG= Neuréguline 
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Par ailleurs, de nombreuses protéines à domaines SH2 ou PTB peuvent également interagir 
avec des phospholipides, des acides nucléiques et/ou posséder une activité enzymatique 
intrinsèque comme dans le cas de la PLCγ.  
Les protéines contenant des domaines SH2 ou SH3 mais ne possédant pas d’activité 
enzymatique fonctionnent comme des protéines adaptatrices. Ces protéines transmettent le 
signal reçu au niveau du récepteur en agissant comme des plateformes pour le recrutement et 
l’assemblage d’autres protéines qui vont permettre une cascade de phosphorylation spécifique 
en aval du récepteur. C’est le cas de la protéine GRB2 (Growth Factor Receptor Bound 
Protein) qui est constitutivement associé la protéine Son of sevenless (Sos) dans le cytosol. 
GRB2 interagit avec l’EGFR phosphorylé soit directement par le biais de son domaine SH2 
soit par l’intermédiaire de Shc, ce dernier interagissant avec les résidus tyrosine phosphorylés 
de EGFR via son domaine PTB. Ainsi, Sos est amené à proximité de la membrane plasmique 
et donc de sa cible : la protéine Ras. Sos va échanger le GDP lié à Ras par du GTP ce qui 
aboutit à son activation. 
L’EGFR peut également phosphoryler directement des protéines d’ancrage telles que Gab1, 
interagissant avec de nombreuses protéines effectrices. 
1.3.2 Voies de transduction du signal médié par l’EGFR 
La transduction du signal de l’EGFR s’effectue via l’activation de cascades de 
phosphorylation aboutissant à l’activation de facteurs de transcription tels que c-jun, c-myc, c- 
fos, Elk 1, SP1 ou Egr (figures 3 et 6) dont les gènes cibles sont impliqués dans la régulation 
du cycle cellulaire, la prolifération, l’apoptose, la migration, la différenciation et l’adhésion. 
Ainsi, le recrutement des seconds messagers précédemment décrits GRB2 et Sos permet 
d’activer Ras et les voies en aval de cette protéine comme la voie Ras/Raf/ MEK/ERK et la 
voie Ras/MEK/SEK/JNK qui sont des voies majeures impliquées dans la prolifération et la 
régulation du cycle cellulaire. L’activation de Ras peut également activer la voie Ras/Rac/Rho 
qui joue un rôle majeur dans la réorganisation du cytosquelette et par conséquent, dans la 
migration et la différenciation.  
Le recrutement de la PLCγ au niveau du récepteur puis sa phosphorylation induisent 
l’activation de la voie PKC / NFκB qui active la survie cellulaire. 
L’intervention du second messager Gab1 permet notamment de recruter au niveau de l’EGFR 
la PI3K dont l’activation va permettre la phosphorylation d’AKT. Cette voie PI3K/AKT va 
induire la survie et/ou la prolifération via une inhibition des protéines pro-apoptotiques telles 
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que Bad, Bcl-2, et GSK3 ou une activation la voie mTOR/p70S6K. La protéine mTor 
phosphoryle ces deux principales civles ne aval : S6K kinase 1 (S6K1 appelée aussi p70) et 
4EBP1 (eIF4E-binding protein). Sous sa forme phosphorylée, 4EBP1 ne peut plus se lier à 
eIF4E qui va pouvoir former le complexe multimérique eIF4F avec les protéines eIF4G, 
eIF4A et eIF4B. Ce complexe permet la traduction des ARNm ayant des régions régulatrices 
en 5’ UTR (untranslated terminal region). Cette voie favorise notamment la progression dans 
le cycle cellulaire en diminuant la transcription du gène de l’inhibiteur de kinase dépendante 
des cyclines p27kip1 (régulation négative) et en augmentant la transcription du gène de la 
cycline D1. 
La voie de STAT3 (PAK-JNKK-JNK) induit également la transcription de gènes impliqués 
dans la prolifération, l’apoptose et l’angiogénèse. 
Comme toujours dans les organismes vivants pluricellulaires, le signal de prolifération régulé 
par l’EGFR est connecté à d’autres voies de signalisation cellulaire. La coexistence des 
récepteurs de la famille HER avec d’autres récepteurs (aux cytokines, neuromédiateurs…) 
implique forcément la présence d’un réseau complexe de régulations positives ou négatives 
dont les mécanismes sous-jacents font l’objet de nombreuses recherches.  
1.4 Internalisation du récepteur  
L’internalisation des récepteurs est un procédé qui permet de diminuer le nombre de 
récepteurs fonctionnels présents à la surface cellulaire et ainsi d’atténuer l’intensité du signal. 
Après fixation du ligand, dimérisation et transduction du signal les dimères actifs de l’EGFR 
subissent une internalisation par endocytose. Le récepteur peut alors être dirigé vers deux 
voies soit la dégradation soit le recyclage à la membrane. 
Le procédé de dégradation implique l’ubiquitination du récepteur via l’enzyme Cbl, une 
ubiquitine ligase. Le recrutement précoce de Cbl dans les endosomes contenant les complexes 
ligand-récepteur va permettre cette ubiquitination induisant l’adressage du récepteur vers les 
lysosomes pour subir une dégradation. Ce processus est également dépendant de la stabilité 
du complexe ligand-récepteur dans l’environnement acide qu’est l’environnement lysosomal. 
Les homodimères activés d’EGFR (HER1/1) restent stables dans les endosomes permettant 
ainsi le maintien de la fixation de Cbl au complexe récepteur-ligand favorisant par conséquent 
la dégradation du récepteur dans les lysosomes. En revanche la stabilité des hétérodimères 
HER1/2 dans le compartiment endosomal est plus faible que celles des homodimères 
d’HER1. En effet, les séquences situées dans la partie C-terminale d’HER2 ne se lient que de 
façon faible et peu efficace avec l’EGFR et Cbl et ne permettent pas son association avec AP-
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2, (un complexe adaptateur de la vésicule d’endocytose) diminuant la capacité 
d’internalisation de ce complexe. La dissociation de Cbl du complexe récepteurs-ligands du 
dimère HER1/2 entraîne dès lors le recyclage du récepteur qui sera ré-adressé à la membrane 
plasmique (Figure 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7: Mécanisme de recyclage des récepteurs de la famille HER. D’après Yarden [207] 
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2 EGFR et oncogénèse 
2.1 Expression d’EGFR dans les tumeurs 
 L’EGFR est un récepteur d’expression ubiquitaire. Ce récepteur est présent sur 
pratiquement toutes les cellules aussi bien normales que tumorales.  
Dans les tissus sains, il est très représenté dans les épithéliums de revêtement en particulier 
dans la peau et le col de l’utérus, au niveau de certains tissus glandulaires (hépatocytes, 
glandes sébacées, canaux biliaires), dans les cellules myoépithéliales du sein et au niveau 
d’épithéliums spécialisés comme ceux des bronches et de la vessie. Dans la majorité des 
cellules, la quantité d'EGFR est de 20 000 à 200 000 récepteurs par cellule. De nombreuses 
tumeurs, surtout de nature épithéliale, expriment de façon importante l’EGFR (quantité de 
récepteurs > 1 000 000) (tableau 4). Ainsi, les tumeurs ORL, digestives et pulmonaires non à 
petites cellules présentent un niveau très élevé d’expression de l’EGFR. Dans les tumeurs 
mammaires, les niveaux d’expression sont moins élevés. Une augmentation de l’expression 
de l’EGFR apparaît également dans les lésions de dysplasie (en particulier au niveau ORL et 
bronchique) et pose la question de l’intérêt du ciblage de l’EGFR dans des protocoles de 
prévention. 
L’expression de l’EGFR dans les tumeurs des VADS est corrélée avec une maladie plus 
agressive et un pronostic plus sombre [60;165].  
Type tumoral Pourcentage d’expression 
Tumeurs tête et cou 80 - 100% 
Poumon « non à petites cellules » 40 - 80% 
Adénocarcinome pancréas 30 - 50% 
Colon-rectum 25 - 77% 
Œsophage 43 - 89% 
Estomac 33 - 74% 
Col utérin (malpighien) 90% 
Sein 14 - 91% 
Ovaire 35 - 70% 
Prostate 65% 
Vessie 31 - 48% 
Carcinome rénal 50 - 90% 
Gliomes 40 - 63% 
 
Tableau 4: Expression de l’EGFR dans les différents types de tumeurs  
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Figure 8 : Principaux mutants EGFR. D’après [104] 
A) comparaison des EGFR mutés et EGFR normal (EGFR wt) en terme de dépendance du ligand, de séquence 
génétique et protéique. B) Structures protéiques schématiques de EGFR normal et des différents mutants 
d’EGFR. 
Δ = délétion. TD=Tandem Duplication 
A 
B 
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2.2 Augmentation de l’activité de l'EGFR 
Une dysrégulation de la fonction de l'EGFR est souvent observée dans les tumeurs dans 
le sens d'une augmentation de l'activité d’EGFR. Les mécanismes impliqués dans cette 
hyperactivation sont les suivants:1) la surexpression du récepteur, 2) l'existence de récepteurs 
mutés constitutionnellement actifs, 3) activation autocrine par augmentation de ligand, 4) 
hétérodimérisation indépendante du ligand (avec HER2), 5) EGFR transactivation par des 
récepteurs couplés aux protéines G (cross-talk), 6) diminution de la régulation négative et de 
la dégradation lysosomale d'EGFR.  
2.2.1 Surexpression d’EGFR 
L’augmentation de l’expression de l’EGFR est un des premiers moyens mis en œuvre par la 
cellule cancéreuse pour augmenter ses capacités de prolifération, de survie et d’invasion. 
L’augmentation de l’expression de l’EGFR via l’augmentation de la transcription du gène ou 
du nombre de copies du gène permet à la cellule d’accroître le signal oncogénique transduit. 
L’amplification du gène de l’EGFR a été décrite dans certains types tumoraux comme les 
gliomes, les cancers du poumon non à petites cellules, les carcinomes ovariens, rénaux, 
hépatocellulaire et dans différents types d’adénocarcinomes de la tête et du cou où elle est 
associée à un mauvais pronostic [47]. Cependant, dans une autre étude conduite chez des 
patients atteints de carcinomes épidermoïdes de la tête et du cou, l'amplification du gène 
EGFR n'a été observée que chez 7 patients sur 33 et n'était pas corrélé à la surexpression du 
récepteur [132]. Des études récentes ont également montré que l’amplification du gène 
associée ou non aux mutations activatrices de l’EGFR serait un facteur prédictif de la réponse 
aux inhibiteurs de tyrosine kinase dans le cancer du poumon [39;89]. 
2.2.2 Mutations activatrices de l’EGFR 
Les mutations activatrices du récepteur, c’est à dire de mutations rendant le récepteur capable 
d’une activation indépendante du ligand, représentent un des principaux mécanismes 
impliqués dans l’oncogénèse dépendante d’une dérégulation de l’EGFR. Les mutations les 
plus fréquentes ont été identifiées dans les gliomes et peuvent être classées en 2 catégories : 
EGFR vI à V qui représentent des récepteurs tronqués ou comportant des délétions 
importantes et les récepteurs EGFR-TDM qui présentent des duplications en tandem d’une 
certaine partie du gène. Les structures des différents mutants sont présentées dans la figure 8. 
La plupart de ces mutants contiennent des délétions spécifiques d’exons codant le domaine 
extracellulaire du récepteur.
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Figure 9: Structure de la région 5' du gène de l'EGFR. D'après [30]. 
Le promoteur du gène est une séquence riche en GC et ne contient pas de séquences consensus du type boîte 
TATA ou CAAT et possède donc plusieurs sites d'initiation de la transcription. Il contient une séquence 
« enhancer 1 » dont la position exacte n'est pas connue. Deux autres séquences enhancer fonctionnent en 
coopération [118]: le « enhancer 3 » situé en amont du promoteur et le « enhancer 2 » situé en aval, dans l'intron 
1, à proximité de la région polymorphique à répétitions de dinucléotides CA (CA SSR pour simple sequence 
repeat). 
.
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Ces délétions conduisent à une activation constitutive de l’EGFR, à une inhibition de la 
régulation négative du récepteur ou à l’activation de cascades de signalisation alternatives 
pouvant aboutir à l’abrogation de signaux pro-apoptotiques. Le mutant EGFRvIII, retrouvé 
dans plus de 50% des glioblastomes présentant une amplification du gène de l’EGFR, est le 
plus fréquemment observé. Ce variant présente une délétion des exons 2 à 7 (soit 801 paires 
de bases) codant pour une partie du domaine extracellulaire du récepteur incluant le site de 
fixation du ligand. L’EGFRvIII est donc constitutionnellement actif.  
Comme pour de nombreux gènes, il a été démontré que l'intron 1 possède une importante 
fonction régulatrice (figure 9). Une zone hautement polymorphique consistant en une 
répétition de séquences CA (14 à 21 dinucléotides) a été mise en évidence dans l'intron 1 du 
gène de l'EGFR [45]. Gebhardt et al [76] ont montré in vitro, que la transcription de EGFR 
diminue quand le nombre de répétitions CA augmente. Cette observation a été confirmée in 
vivo dans des échantillons tumoraux issus de patients porteurs de cancer du sein ou de cancer 
des VADS : les tumeurs possédant moins de 17 répétitions CA présentaient une expression de 
EGFR plus élevée que les tumeurs ayant au moins un allèle supérieur à 17 CA [33]. 
Récemment les études cliniques portant sur les inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase ont 
permis de mettre en évidence de nouvelles mutations activatrices localisées dans le domaine 
tyrosine kinase de l’EGFR. Ces mutations somatiques ont été décrites dans les cancers 
bronchiques non à petites cellules et leur présence est corrélée au taux de réponse au 
traitement par les inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase de l’EGFR (gefitinib et erlotinib). 
Depuis novembre 2004, près de 192 mutations du domaine tyrosine kinase de l’EGFR ont été 
décrites dont 165 (85,9%) surviennent dans les exons 19 et 21 du gène de l’EGFR. Parmi ces 
165 mutations, 92 d’entre elles (soit 55,8%) sont des délétions de 15 à 18 nucléotides qui 
aboutissent à l’élimination de 4 acides aminés hautement conservés (LREA1) codé par l’exon 
19. Les 73 autres mutations (soit 44,2%) sont des mutations ponctuelles dans l’exon 21 
entraînant la substitution d’une lysine par une arginine en position 858 (L858R), d’une lysine 
par une glutamine en position 861 (L861Q) ou d’une guanine par une cystéine en position 
719 (G719C). Sur les 192 mutations documentées, les 27 mutations restantes (soit 14,1%) 
comprennent : i) une délétion en aval des acides aminés LREA de l’exon 19, ii) des mutations 
ponctuelles disséminées à travers les exons 18 à 21, et iii) des délétions ou insertions dans 
l’exon 20 (figure 10). 
 
                                                 
1  (avec L = lysine, R = arginine, Q = glutamine, G = glycine et C = cystéine E= acide glutamique 
A=asparagine). 
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Figure 10 : Représentation schématique des mutations du domaine tyrosine kinase de EGFR associées à 
une sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine kinase (encadrées en violet) ou associées à une résistance 
(encadrées en jaune) dans le cancer du poumon non à petites cellules. 
 
La majorité des ces mutations (45%) sont des délétions dans l’exon 19 situées autour du motif LREA (résidus 
747–750). La deuxième mutation la plus courante est une substitution de nucléotide L858R dans l’exon 21, dans 
la boucle d’activation de EGFR, où d’autres mutations plus rares ont été identifiées. Des substitutions de 
nucléotide dans l’exon 18 (par exemple, G719C or G719S) représentent 5% des mutations de EGFR. Les 
mutations associées à une résistance aux inhibiteurs TK de EGFR sont plus rares (≈ 5%) et la substitution 
T790M dans l’exon 20 est la plus courante. Récemment, la mutation D761Y dans l’exon 19 a été rapportée 
comme étant associée avec la résistance au gefitinib et à l’erlotinib dans le cancer du poumon. D’après [171]. 
Mutations associées
à la sensibilité
Mutations associées
à la résistance
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Plusieurs études ont montré que ces mutations sont significativement plus fréquentes chez les 
femmes, les patients atteints d’adénocarcinomes, les populations japonaises et les non-
fumeurs. Par la suite, les recherches visant à déterminer les raisons de cette augmentation de 
sensibilité des récepteurs mutés ont montré que certains mutants (délétion exon 19 et L858R) 
pouvaient s'activer en absence de ligand (activation constitutionnelle) et présentaient une 
activité kinase prolongée en cas d'activation par un ligand [6;117;139]. Des travaux in vitro 
[41;80] ont confirmé que les récepteurs mutés (G719S, délétion exon 19, L858R et insertion 
exon 20) étaient capables de transformation oncogénique sur des fibroblastes et des cellules 
épithéliales de poumon. 
2.2.3 Augmentation de la sécrétion du ligand (boucle autocrine) 
L’augmentation de la sécrétion des ligands de l’EGFR tels que l’EGF, le TGFα ou 
l’amphiréguline peut également induire une augmentation des signaux oncogéniques. La co-
expression de l’EGFR et d’un ou plusieurs de ses ligands peut aboutir à l’activation d’une 
boucle autocrine menant à une dérégulation de l’effet de l’EGFR et à une prolifération 
cellulaire incontrôlée [183;184]. 
Une analyse multivariée des données de 173 patientes atteintes de carcinome mammaire 
invasif a mis en évidence que la co-expression de l’EGFR et du TGFα était un facteur 
pronostique plus significatif en terme de survie que la co-expression des récepteurs EGFR et 
HER2 [195].  
Les mêmes conclusions ont été obtenues chez des patients atteints de carcinomes 
épidermoïdes des VADS où l'expression de EGFR et/ou de TGFα sont des facteurs de 
mauvais pronostic en terme de survie sans récidive [163]. 
2.2.4 Hétérodimérisation 
Les homodimères d’EGFR ne sont pas les plus efficaces pour activer les voies de 
signalisation en aval des récepteurs. Ce phénomène s’explique notamment en raison de la 
régulation négative de l’expression du récepteur et de sa dégradation suite à l’activation 
induite par le ligand. Parmi, les membres de la famille HER, le partenaire majeur de l’EGFR 
est le récepteur HER2 fréquemment surexprimé dans un certain nombre de tumeurs. Plusieurs 
mécanismes contribuent à rendre l’hétérodimère formé particulièrement efficace dans la 
transduction du signal. Tout d’abord, les complexes hétérodimériques activés formés avec 
HER2 sont plus stables à la surface de la membrane cellulaire que ceux formés avec les autres 
récepteurs HER. En effet, l’endocytose des complexes hétérodimériques formés avec HER2 
se fait à une fréquence moins importante que les homodimères d’EGFR. De plus, une fois 
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internalisés, ces hétérodimères sont recyclés à la membrane tandis que les homodimères 
d’EGFR sont destinés à la dégradation lysosomale. 
D’autre part, bien que HER2 ne constitue pas à proprement parler un récepteur du ligand 
EGF, son hétérodimérisation avec l’EGFR (HER1) entraîne une diminution du taux de 
dissociation ligand-récepteur et permet ainsi de prolonger et de renforcer l’activation de la 
transduction du signal. Il augmente donc indirectement l’affinité du récepteur pour l’EGF. 
De nombreuses données cliniques tendent à confirmer l’importance de ce phénomène. Ainsi, 
les tumeurs surexprimant soit le récepteur HER1 soit le récepteur HER2 ont un meilleur 
pronostic que les tumeurs surexprimant les 2 récepteurs à la fois [137]. De plus, il a été décrit 
qu’une forte expression du récepteur HER2 était associée à la réponse au gefitinib (inhibiteur 
de tyrosine kinase de EGFR) dans des tumeurs co-exprimant HER-1 et 2 [40]. En effet, 
l’inhibition de la phosphorylation de l’EGFR empêche la transactivation d’HER2 médiée par 
l’EGFR. L’ensemble de ces études apporte un faisceau d’arguments en faveur de l’existence 
in vivo d’une régulation croisée très importante entre HER1 et 2 ainsi que sur le rôle de la 
surexpression d’HER2 dans la potentialisation de la transduction du signal médié par l’EGFR. 
2.2.5 Transactivation (cross talk) 
L’EGFR peut également interagir de façon hétérologue avec un certain nombre de récepteurs 
activés par des neurotransmetteurs, des cytokines comme l’hormone de croissance et des 
inducteurs de stress. 
Ainsi, l’activation du récepteur à l’hormone de croissance (Growth Hormone Receptor, GHR) 
peut conduire à une phosphorylation de l’EGFR nécessitant l’intervention de la tyrosine 
kinase JAK2 (Janus kinase 2). Des études de mutagénèse sur le récepteur de l’EGFR ont 
notamment démontré que le résidu Tyrosyl en position 1068, constitue à l’état phosphorylé un 
motif de fixation de la protéine adaptatrice GRB-2, et est aussi un site de phosphorylation 
induit par l’hormone de croissance. Cette étude suggère notamment que l’EGFR serait une 
protéine d’amarrage impliquée dans l’activation des MAPK induite par l’hormone de 
croissance et dépendante de JAK2 et pourrait activer le facteur de transcription c-fos. Une 
étude plus récente a également démontré que cette activation des MAPK par l’hormone de 
croissance pourrait interagir avec la voie de transduction du signal de l’EGFR en diminuant la 
dégradation du récepteur médiée par Cbl. 
Les récepteurs couplés aux protéines hétérotrimériques G (RCPG) peuvent également 
entraîner des effets positifs sur la transduction du signal médié par l’EGFR par différents 
moyens comme l’activation de métalloprotéinases de la matrice extracellulaire qui en clivant  
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Figure 11 : Rôle des ADAMs dans le clivage de proligands de l’EGFR.  
La métalloprotéase ancrée dans la membrane est activé par le récepteur couplé aux protéines G actif. D’après 
[24]. 
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les pro-ligands de l’EGFR (pro-TGFα, pro-amphiréguline, pro-HB-EGF) vont les activer, les 
rendre ainsi capables de se fixer sur le récepteur. Le rôle des ADAMs (A Disintegrin and 
Metalloprotease) dans ce type de cross-talk a été décrit dans une revue de Blobel [24] et est 
illustré dans la figure 11. Les RCPG peuvent également activer indirectement la protéine Src 
capable de phosphoryler l’EGFR sur d’autres résidus tyrosyls que ceux participant à 
l’autophosphorylation. Ainsi la phosphorylation du récepteur médiée par Src sur le résidu 
tyrosyl 845 pourrait jouer un rôle dans la boucle d’autoactivation du récepteur et engendrer 
l’activation des MAP-kinases [211]. 
Dans les cellules de carcinomes épidermoïdes des VADS, des ligands de RCPG tels que le 
GRP (gastrin releasing peptide), la LPA (acide lysophosphatidique) et la thrombine induisent 
l'activation de EGFR [211]. Thomas et al. [191] ont démontré récemment que la bradykinine 
(BK) et la prostaglandine E2 (PGE2) étaient capables d'induire la prolifération et l'invasion 
des cellules de carcinomes épidermoïdes via un phénomène de cross-talk entre EGFR et 
RCPG. Cette transactivation implique d'une part la kinase Src, les MMPs (matrix 
mettalloprotéases) et TACE (TNFα converting enzyme) qui vont augmenter la synthèse de 
TGFα  à partir de pro-TGFα. D'autre part, la BK et la PGE2 sont aussi capables d'activer les 
MAP kinases dans des cellules KO (Knock-out) pour EGFR, indiquant l'existence de 
mécanismes intra cellulaires indépendants de l'EGFR. Enfin, l'utilisation simultanée de 
l'erlotinib (inhibiteur de l'EGFR) et d'un inhibiteur de BK (CU201) ou d'un inhibiteur de COX 
aboutissent à une inhibition synergique de la prolifération, ce qui laisse entrevoir des 
possibilités thérapeutiques intéressantes. 
2.2.6 Diminution de la dégradation lysosomale de l’EGFR 
Lorsque la protéine Cbl, responsable de l’ubiquitination du récepteur, n’est pas exprimée ou 
qu’elle présente la mutation v-Cbl (variant oncogénique inactif de Cbl), le récepteur est 
recyclé à la membrane plasmique. 
Le résidu tyrosyl en position 1045 de l’EGFR est indispensable à la reconnaissance du 
récepteur par Cbl et par conséquent à la dégradation de celui-ci. Des mutations affectant la 
tyrosine 1045 du récepteur sont donc susceptibles de mener à une potentialisation du signal 
mitogénique médié par l’EGFR en inhibant la reconnaissance du récepteur par Cbl. 
Une étude de Klapper et al. [101] démontre le rôle essentiel de Cbl dans la réponse aux 
anticorps dirigés contre les récepteurs de la famille HER. Dans cette étude, le traitement de 
cellules de tumeurs gastriques humaines par un anticorps anti-HER2, le L26, augmente la 
dégradation du récepteur HER2 via une augmentation de l’ubiquitination du récepteur. Ce 
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phénomène serait du à la fois à une augmentation de l’expression de Cbl et à la fixation de 
Cbl sur un résidu tyrosyl phosphorylé en position 1112, ce résidu étant l’analogue de la 
tyrosine 1045 de l’EGFR. Les résultats suggèrent que le mécanisme d’action des anticorps 
anti-HER2 comme le trastuzumab (Herceptine®) pourrait impliquer un phénomène de 
dégradation du récepteur médiée par Cbl. Aucune étude n’a, à ce jour, évalué l’effet des 
anticorps spécifiques anti-EGFR sur l’ubiquitination du récepteur et sa dégradation médiée 
par Cbl.  
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3 Stratégies thérapeutiques développées pour bloquer 
EGFR 
 Différentes stratégies ont été développées ces dernières années afin de bloquer l'activité 
du récepteur de l’EGF:  
¾  l'immunothérapie vise à empêcher le signal induit par la fixation du ligand à son 
récepteur en bloquant directement le domaine extracellulaire du récepteur ou en 
neutralisant le ligand. Il existe également une option utilisant l'immunoconjugaison 
d’un anticorps qui reconnaît la cible cellulaire (l’EGFR) couplée à une toxine 
(Pseudomonas), à un agent cytotoxique ou à un élément radioactif. 
¾ l'inhibition de l'activité tyrosine kinase intracellulaire par des petites molécules 
agissant directement sur le domaine catalytique du domaine intracellulaire. 
¾ l'inhibition de la traduction de l'ARNm par des sondes oligonucléotidiques 
antimessager. 
¾ la destruction de l'ARNm via les ribozymes. 
¾ la dégradation de la protéine synthétisée via la voie d'ubiquitination. 
A ce jour, seules les stratégies d’immunothérapies et le traitement par l’inhibition de l'activité 
tyrosine kinase intracellulaire ont fait l’objet de molécules développées en clinique. 
3.1 Anticorps anti-EGFR 
L’utilisation d’anticorps inhibiteurs d’EGFR a été la première approche développée en 
clinique pour cibler la surexpression de l’EGFR dans les cellules tumorales. En plus de leur 
haute spécificité, les anticorps monoclonaux ont la particularité d’induire une réaction 
immunitaire de l’organisme qui peut alors recruter des cellules de type lymphocyte T et 
induire la destruction tumorale par le système immunitaire, amplifiant par ce phénomène 
l’effet antitumoral global de ces molécules. 
Les premiers anticorps murins anti-EGFR développés (Mab 528 et 225) ont montré dans des 
études précliniques une activité antitumorale significative et des effets synergiques avec un 
certain nombre de traitements cytotoxiques conventionnels (chimiothérapie et/ou 
radiothérapie). Mais l’administration d’anticorps murins n’est pas dénuée d’effets 
secondaires. Ces molécules entraînent un certain nombre de conséquences néfastes pour 
l’organisme tels que des réactions allergiques et la production d’anticorps humains dirigés 
contre ces molécules. Ces problèmes ont été résolus par le développement des anticorps 
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Tableau 5 : Anticorps monoclonaux anti-EGFR. 
VADS : voies aérodigestives supérieures 
CPNPC : cancer du poumon non à petites cellules 
 
 
 
 
Anticorps Type Type d’Ig Rash Indications Phase de développement 
Cetuximab 
(ERBITUX®) 
monoclonal murin 
chimérique 
humanisé 
IgG1 +++ 
VADS 
Cancer colorectal 
FDA / EMEA 
Nimotuzumab  
(h-R3) humanisé IgG1 - VADS, Gliome III 
Zalutumumab 
(HuMax-EGFR) humain IgG1 +++ VADS III 
Matuzumab 
(EMD72000) 
monoclonal 
humanisé IgG1 +++ 
CPNPC 
Cancer digestif 
II 
Panitumumab 
(ABX-EGF) humain IgG2 +++ 
CPNPC, cancer 
colorectal III 
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chimériques humanisés dont le cetuximab (IMC-225, C225, Erbitux®, ImClone Inc.) fut le 
premier à être testé en clinique. Ces dernières années d’autres anticorps monoclonaux anti-
EGFR ont été développés tels que l’anticorps entièrement humanisé ABX-EGF ou 
panitumumab (Abgenix, Fremont, CA), l’EMD 72000 ou matuzumab (Merck KgaA, 
Darmstadt, Allemagne) et le h-R3 ou nimotuzumab. L'état d'avancement dans les phases 
cliniques de ces différents composés est détaillé dans le tableau 5.  
3.1.1 Cetuximab (IMC-C225, Erbitux®) 
3.1.1.1 Mécanisme d’action et résultats précliniques 
Le cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique humanisé (homme-souris) qui se lie 
spécifiquement au domaine extracellulaire du récepteur de l’EGF. Il est composé de la région 
variable Fab (antigen binding fragment) d'un anticorps murin anti-EGFR et des régions 
constantes (Fc) IgG1 humaines (chaînes lourdes et kappa) d’origine humaine. Le blocage du 
récepteur entraîne la non-activation des kinases associées au récepteur, une inhibition de la 
croissance cellulaire, une induction de l'apoptose, une diminution des métalloprotéases de la 
matrice extracellulaire et une diminution de la vascularisation. Le cetuximab est actif sur les 
cellules exprimant ou surexprimant le récepteur EGFR. 
Le cetuximab se lie de façon compétitive au domaine extracellulaire de l’EGFR (Kd = 0,39 
nM), inhibant ainsi la fixation des ligands potentiels de l’EGFR. Son affinité pour le récepteur 
est approximativement 5 à 10 fois supérieure à celle des ligands endogènes. De plus, une 
analyse cristallographique par rayon X a permis de mettre en évidence les sites de fixation 
exacts de la fraction Fab du cetuximab [112]. Lorsque l’EGFR est dans sa configuration 
« auto-inhibée », la fraction Fab du cetuximab se lie exclusivement avec le domaine III de la 
partie extracellulaire. Cette fixation entraîne alors l’occlusion partielle du site de fixation du 
ligand sur ce domaine et empêche le récepteur de se mettre dans la configuration apte à la 
dimérisation. La conjugaison de ces deux phénomènes serait responsable du potentiel 
inhibiteur du cetuximab. La phosphorylation de l’EGFR ligand-induite est inhibée suite à la 
fixation du cetuximab qui dès lors entraîne l’internalisation du récepteur, et potentiellement 
une régulation négative de l'EGFR, suivie de sa dégradation [99;166]. Le cetuximab recrute 
également les cellules immunes capables d’ADCC (cytotoxicité cellulaire dépendante des 
anticorps) contre les cellules tumorales. Le cetuximab peut donc entraîner une réponse 
immunologique qui fait partie de son effet global mais ne semble pas être fondamental dans 
son activité antitumorale.  
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Sur le plan mécanistique, le cetuximab inhibe la progression des cellules dans le cycle 
cellulaire au niveau de la transition G0/G1. Il augmente l’expression de p27kip1 et provoque un 
effet pro-apoptotique via une augmentation de l’expression de certaines protéines pro-
apoptotiques (Bax, caspase -3, -8 et –9) [114;121] ou par l’inactivation de protéines anti-
apoptotiques comme Bcl-2 par inhibition de leur expression ou de leur phosphorylation [94]. 
Il a également été rapporté que le cetuximab peut avoir un effet anti-angiogénique via 
l’inhibition de la sécrétion de certains facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF, l’IL-8 
(interleukine 8) et le bFGF. L’inhibition de ces facteurs est associée à une diminution de la 
formation de nouveaux vaisseaux et du développement de métastases à distance sur des 
modèles de tumeurs orthotopiques [148;149]. 
Dans les études précliniques, le cetuximab a démontré une activité antitumorale sur de 
nombreux types tumoraux et une activité synergique avec un certain nombre d’agents 
cytotoxiques comme la doxorubicine, le topotécan, le cisplatine, le paclitaxel et la 
radiothérapie [16;48;70;128]. Le cetuximab pourrait avoir un effet sur l’inhibition du signal 
anti-apoptotique, sur l’accumulation de cellules dans les phases de radiosensibilité du cycle, 
sur la réparation de l’ADN, sur l’activation autocrine de l’EGFR suite à des lésions au niveau 
de l’ADN, ou encore sur la néoangiogénèse. 
3.1.1.2 Evaluation clinique 
a) Cancer colorectal métastatique  
Le cetuximab a démontré une activité antitumorale chez des patients atteints de carcinomes 
colorectaux, du poumon, de la tête et du cou et du pancréas. Il a obtenu en Europe une AMM 
en 2ème ligne dans le traitement du cancer colorectal métastatique. Il est approuvé aux Etats-
Unis par la Food and Drug Administration (FDA) depuis 2004 en association avec 
l’irinotécan dans le traitement des patients présentant un cancer colorectal métastatique 
exprimant l’EGFR après échec d’une chimiothérapie à base d’irinotécan. Ce médicament a 
également été approuvé en monothérapie dans le traitement de patients atteints d’un cancer 
colorectal métastatique exprimant l’EGFR et présentant une intolérance aux chimiothérapies à 
base d’irinotécan.  
L’étude de Cunningham et al. [56] (EMR 62 202-007) est un essai de Phase III randomisé 
mené sur 56 centres à travers 11 pays européens. Les 329 patients inclus dans cette étude ont 
été randomisés et traités soit par une association cetuximab plus irinotécan (n=218) soit par 
cetuximab seul (n=111). La durée de réponse médiane était de 5,7 mois dans le groupe 
recevant l’association et de 4,2 mois pour le bras recevant le cetuximab en monothérapie. Le 
temps à progression médian est également significativement augmenté dans le groupe de 
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patients recevant l’association cetuximab plus irinotécan comparé au groupe cetuximab seul 
(4,1 mois versus 1,5 mois respectivement). Le niveau de réponse au traitement n’était pas 
corrélé au niveau d’expression de l’EGFR. En revanche, les patients ayant des effets toxiques 
au niveau cutané présentent un taux de réponse significativement plus élevé (25,8% vs 13,0% 
pour les patients ne présentant pas ce type d’effets indésirables, p<0,005). 
Les résultats des différentes études ont abouti à la conclusion que l’utilisation du cetuximab 
associé à l’irinotécan ou en monothérapie (en cas d’intolérance à l’irinotécan) chez des 
patients réfractaires à l’irinotécan ou à l’oxaliplatine pourrait améliorer modestement le taux 
de réponse à ces composés sans majoration de la toxicité. 
b) Carcinome épidermoїde de la tête et du cou 
Une étude randomisée (EMR 62 202-006) chez des patients atteints de carcinome 
épidermoїde localement avancé de la tête et du cou a comparé l’association du cetuximab et 
de la radiothérapie (211 patients) à celle de la radiothérapie seule (213 patients) [28]. Le 
cetuximab était commencé une semaine avant la radiothérapie et était administré jusqu’à la fin 
de la période de radiothérapie à la posologie suivante : dose de charge 400mg/m2 sur 2h puis 
perfusion hebdomadaire de 250 mg/m2 en 1h. 
L’objectif principal était la durée du contrôle régional (défini comme l’absence de progression 
de la maladie locorégionale) et les objectifs secondaires étaient la survie globale, la survie 
sans progression, le taux de réponse global et la toxicité. La durée médiane du contrôle 
locorégional était de 24,4 mois pour l’association versus 14,9 mois pour la radiothérapie seule 
(p=0,005). Il a été montré aussi un bénéfice en terme de survie globale et de survie sans 
récidive en faveur de l’association (49,0 mois versus 29,3 mois, p=0,03 et 17,1 mois versus 
12,4 mois, p=0,006, respectivement). En ce qui concerne la toxicité, il y a eu 
significativement plus de rash cutanés et de réactions lors de la perfusion dans le groupe 
« association ». Pour les autres effets indésirables, il n’y pas eu de différences entre les 2 
groupes.  
Ces résultats ont conduit à l’obtention d’une AMM pour le cetuximab en association avec la 
radiothérapie dans le traitement des patients présentant un carcinome épidermoїde localement 
avancé de la tête et du cou. 
3.1.2 Panitumumab (ABX-EGF, Vectibix®, Abgenix) 
3.1.2.1 Mécanisme d’action et études précliniques 
Le panitumumab est un anticorps monoclonal anti EGFR entièrement humain (IgG2). Il agit 
comme le cetuximab en inhibant la liaison des ligands à l’EGFR et donc sa phosphorylation 
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mais il ne stimule pas les mécanismes d’ADCC. Il a démontré une activité anti-tumorale 
puissante sur un panel de xénogreffes tumorales [204]. 
3.1.2.2 Evaluation clinique 
Une étude de phase II a été réalisée chez 148 patients prétraités et une réponse partielle a été 
observée chez 9% des patients, la maladie a été contrôlée dans 29% des cas et la survie 
globale médiane a été de 8,7 mois avec une bonne tolérance.  
Suite à ces résultats, un essai de phase III a été conduit chez 463 patients atteints de cancer 
colorectal métastatique afin de comparer l’efficacité et la tolérance du panitumumab versus 
une surveillance associée à des traitements palliatifs non cytotoxiques (Best Supportive Care). 
Le traitement a permis d’augmenter le temps jusqu’à progression (de 30% à 49% à la semaine 
8) et cette amélioration était indépendante du statut EGFR. Basé sur ces résultats, le 
panitumumab a obtenu en septembre 2006, une autorisation par la FDA pour le traitement des 
cancers colorectaux métastatiques résistants au 5-fluoro-uracile, à l’oxaliplatine et à 
l’irinotécan. 
3.1.3 Zalutumumab (HuMax-EGFR, 2F8) 
Cet anticorps humain (IgG1) a récemment été testé en phase I/II chez 24 patients atteints de 
carcinomes épidermoïdes tête et cou métastatiques ou en récidive. Deux réponses partielles et 
8 maladies stabilisées ont été observées sur 15 patients évaluables. Une phase III chez 273 
patients avec des carcinomes épidermoïdes tête et cou métastatiques résistants à la 
chimiothérapie à base de platine a été initiée en septembre 2006 [157]. 
3.1.4 Nimotuzumab (h-R3) 
Cet anticorps monoclonal humanisé a démontré un bénéfice clinique sans toxicité cutanée 
dans plusieurs essais cliniques. Son association avec la radiothérapie a été évaluée dans un 
essai de phase I-II chez 24 patients porteurs de carcinomes des VADS localement avancés. La 
combinaison a été bien tolérée [54]. 
Le nimotuzumab a été approuvé en Chine (Avril 2005) pour le traitement du cancer du 
nasopharynx suite aux résultats positifs (75% d’augmentation du nombre de rémissions 
complètes) d’une phase II conduite chez 130 patients porteurs d’un carcinome nasopharyngé, 
en association avec la radiothérapie par rapport à la radiothérapie seule. 
Il possède aussi une AMM en Argentine, en Colombie, à Cuba et en Inde dans le cancer des 
VADS. 
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3.2  Petites molécules inhibitrices de tyrosine kinase (ITK) 
La deuxième approche d’inhibition des voies de signalisation en aval de l’EGFR la 
plus largement explorée en clinique a été l’utilisation de petites molécules capables d’inhiber 
l’activité tyrosine kinase du récepteur. Le mécanisme d’action de ces molécules repose sur 
l’inhibition compétitive de la liaison de l’ATP à son site de fixation (site d’activité tyrosine 
kinase) menant ainsi à une inhibition de la phosphorylation du récepteur et de son activité. 
Bien que ces agents aient en commun un mécanisme d’action similaire, ils présentent de 
nombreuses différences sur le plan de leur spécificité vis-à-vis des différents membres de la 
famille HER, et sur le plan de la réversibilité de leur liaison à la poche de fixation de l’ATP. 
Malgré leur grande affinité pour l’EGFR, la plupart de ces molécules ont, à forte dose et in 
vitro, des effets sur l’activité kinase d’autres récepteurs de la famille HER comme HER2 ou 
sur d’autres récepteurs comme le PDGFR. La découverte de mutations de EGFR associées à 
des caractéristiques cliniques particulières chez les patients répondeurs à ces traitements a 
suscité un engouement formidable autour de l’utilisation des ces molécules. Les facteurs 
prédictifs de réponse aux ITK feront l’objet d’un chapitre détaillé par la suite. 
Ces dérivés ont dans les grandes lignes le même spectre de tolérance, ce qui laisse penser que 
l’immense majorité des effets secondaires observés avec ces produits résulte principalement 
de l’inhibition de l’activité kinase de l’EGFR. Les effets secondaires les plus fréquents sont 
par ordre de fréquence décroissante : toxicité cutanée (érythème pustulo-papuleux), diarrhée, 
asthénie. Des élévations transitoires des enzymes hépatiques sont également fréquemment 
observées et systématiquement réversibles à l’arrêt du traitement. 
3.2.1 ZD1839, Gefitinib, Iressa® (Astra Zeneca) 
Cette molécule de la famille des quinazolines administrée par voie orale présente une haute 
affinité pour le récepteur de l’EGF. Le ZD1839 est un inhibiteur réversible de l’activité 
tyrosine kinase de l’EGFR entrant en compétition avec l’ATP. Il inhibe l’activité tyrosine 
kinase de l'EGFR avec une CI50 située entre 0,02 et 0,08µM et son affinité pour HER2 est 
100 fois moindre. Les tumeurs surexprimant HER2 sont donc, pour certaines, sensibles à 
l’activité de ce composé in vitro, en raison de la présence d’hétérodimères avec l’EGFR. Les 
données précliniques concernant l’association de l’Iressa avec d’autres cytotoxiques ont 
démontré un effet supra-additif ou synergique comme avec des dérivés de platine 
(oxaliplatine, cisplatine), des inhibiteurs de topoisomérase I et II et les taxanes. La séquence 
d’administration des médicaments joue un rôle particulièrement important dans la réponse de  
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Nom de l’inhibiteur Cible Type de liaison
Phase de 
développement 
Gefitinib, IRESSA® EGFR Réversible 
Approuvé par la FDA 
ATU en France 
Erlotinib, TARCEVA® EGFR Réversible AMM 
Lapatinib, GW572016, TYKERB® 
EGFR 
HER-2 
Réversible Phase III 
EKB-569 EGFR Irréversible Phase II 
HKI-272 
HER-2 
EGFR 
Irréversible Phase II 
CI-1033, Canertinib 
EGFR 
ErbB-4 
HER-2 
Irréversible Phase II 
ZD6474, Vandetanib, 
ZACTIMA® 
EGFR 
VEGFR-2 
Réversible Phase III 
 
 
Tableau 6 : Principaux inhibiteurs de tyrosine kinase utilisés en oncologie. 
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différents types de tumeurs avec une synergie observée lorsque l’Iressa est administré après la 
chimiothérapie. L’Iressa est actuellement en cours d’évaluation clinique dans un certain 
nombre de tumeurs (prostate, sein, tête et cou, colon, gliome). Son activité est 
particulièrement importante dans le cancer bronchique non à petites cellules. Dans ce type de 
tumeurs, des mutations spécifiques du gène de l’EGFR et/ou une amplification du gène 
seraient responsables d’une sensibilité accrue à ce composé en particulier dans les tumeurs 
présentant une activation de la protéine AKT. Cependant, les résultats récents d’une étude 
clinique de phase III n’ont pas démontré de bénéfice de l’association de Iressa/chimiothérapie 
dans les CBNPC (cancer bronchique non à petites cellules), ce qui lui vaut, en France, de 
n’être utilisé que sous ATU nominative. En revanche, l’Iressa avait obtenu en 2003 une 
autorisation par la FDA dans le traitement des CBNPC métastatiques en 3ème ligne, 
autorisation restreinte en 2005 (suite aux résultats négatifs de la phase III) aux patients qui 
pourraient bénéficier de ce traitement « selon le jugement du médecin oncologue ». 
3.2.2 OSI774, Erlotinib, Tarceva® (Roche) 
Ses caractéristiques seront détaillées dans le chapitre suivant. 
3.2.3 Autres ITK 
De nombreuses molécules sont en cours de développement et leurs différences reposent 
essentiellement sur leur capacité à inhiber plusieurs tyrosine kinase (EGFR, HER-2, VEGFR) 
et sur leur réversibilité. Leurs caractéristiques sont détaillées dans le tableau 6. 
3.3 Utilisation des molécules anti EGFR dans les cancers des 
VADS 
3.3.1 Dans le cadre d’une AMM 
Comme il l’a été décrit précédemment, le cetuximab possède une AMM en association avec la 
radiothérapie dans le traitement des patients présentant un carcinome épidermoїde localement 
avancé de la tête et du cou. C’est actuellement la seule thérapie ciblée anti-EGFR disposant 
d’une AMM dans le cancer des VADS. 
3.3.2 Dans des essais cliniques 
Les essais cliniques testant les inhibiteurs de l’EGFR dans les cancers des VADS sont très 
nombreux et sont résumés dans les tableaux 7 et 8. La plupart des essais associe une 
thérapeutique ciblée avec soit une chimiothérapie à base de platine (traitement de référence), 
soit la radiothérapie.
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Molécule Phase N Thérapie Stade Réponse clinique Référence
Anticorps anti-EGFR en combinaison avec cytotoxiques ou monothérapie 
 
Cetuximab 
(C225) 
Cetuximab 
 
Cetuximab 
 
Cetuximab 
 
 
Cetuximab 
 
Cetuximab 
 
 
Zalutumumab 
 
I 
 
Ib 
 
II 
 
II 
 
 
II 
 
III 
 
 
I-II 
 
26 
 
12 
 
132 
 
96 
 
 
103 
 
117 
 
 
24 
 
DU, DMu, combinaison+cisplatine 
 
DC+DM en combinaison +cisplatine 
 
DC+DM en combinaison +cisplatine 
 
DC+DM en combinaison 
+cisplatine/carboplatine 
 
DC+DM monothérapie 
 
A : C225+platine vs B : 
placebo+platine 
 
Hebdomadaire 
 
Avancé 
 
Récidive 
 
Récidive, 
platine-R 
Récidive, 
platine-R 
 
Récidive, 
platine-R 
Récidive, 
métastatique 
 
Récidive 
 
2 RP 
 
TR=67%, 2 RC, 4 RP 
 
TR=13%, 2 RC, 15 
RP, 66 SD 
TR=10% 
 
 
TR=16,5%, 5RC, 12 
RP, 38 SD 
TR= 26%(A) vs 
10%(B) ; SG=9,2 ms 
(A) vs 8 ms (B) NS 
TR=12,5%, 2 PR, 8SD 
 
[17] 
 
[174] 
 
[86] 
 
[18] 
 
 
[193] 
 
[34] 
 
 
[19] 
Anticorps anti-EGFR + radiothérapie 
 
Cetuximab 
 
Cetuximab 
 
Cetuximab 
 
 
Nimotuzumab 
 
I 
 
II 
 
III 
 
 
I 
 
16 
 
22 
 
424 
 
 
17 
 
LD-MD+RT 
 
LD-MD+RT+cisplatine 
 
A:RT vs B: RT+cetuximab DC+MD 
 
 
Hebdomadaire + RT 
 
Avancé non 
prétraités 
Localement 
avancés 
Localement 
avancés 
 
Avancés 
 
TR=100%, 13 RC, 
2RP 
TR=94%, 2RC, 13 RP 
SG=29,3ms (A) vs 49 
ms (B) 
TR=87,5%, 9 RC 
 
[160] 
 
[150] 
 
[28] 
 
 
[54] 
Tableau 7: Essais cliniques utilisant des anticorps dans les cancers des VADS. D’après [157]. 
DU : dose unique ; Dmu : doses multiples ; DC :dose de charge, DM :dose de maintenance ; -R :résistant ; 
TR :taux de réponse ; RC :rémission complète ; RP :rémission partielle ; SD :maladie stable ; SG : survie globale 
 
Molécule Phase N Thérapie Stade Réponse clinique Référence
EGFR ITK en combinaison avec cytotoxiques ou monothérapie 
 
Gefitinib 
 
Gefitinib 
 
Gefitinib 
 
Erlotinib 
 
 
Erlotinib 
 
 
Lapatinib 
 
II 
 
II 
 
II 
 
II 
 
 
II 
 
 
II 
 
 
52 
 
32 
 
70 
 
115 
 
 
37 
 
 
42 
 
500 mg/j 
 
250-500 mg/j 
 
250 mg/j 
 
150 mg/j 
 
 
150 mg/j + cisplatine + docetaxel 
 
 
1500 mg/j : A : non prétraités, 
B :ITK prétraités 
 
Récidive / 
métastatique 
Récidive 
 
Récidive / 
métastatique 
Récidive / 
métastatique 
 
Récidive / 
métastatique 
 
Récidive / 
métastatique 
 
TR=10,6%, 1 RC, 4 RP, 
20 SD 
TR=9,4%, SG=6 ms 
 
TR=1,4%, 1 RP, 23 SD, 
SG=5,5ms 
TR=4,3%, 5 PR, 44 SD, 
SG=6 ms 
 
TR=66%, 3 RC, 18 RP, 8 
SD 
 
TR=0%, 37% SD (A) et 
20% SD (B) 
 
[52] 
 
[202] 
 
[50] 
 
[181] 
 
 
[100] 
 
 
[1] 
Anticorps anti-EGFR + radiothérapie    
 
Gefitinib 
 
 
Erlotinib 
 
Lapatinib  
 
II 
 
 
I 
 
I 
 
32 
 
 
23 
 
17 
 
250mg/j + radiochimiothérapie 
 
 
50-100-150 mg/j + 
radiochimiothérapie 
500-1500 mg/j 
 
Localement 
avancés, non 
résécables 
Localement 
avancés 
Localement 
avancés 
 
TR=85%, 11 RC, 18RP 
SG=5,5 ms 
 
 
[65] 
 
 
[168] 
 
[84] 
Tableau 8: Essais cliniques utilisant des inhibiteurs de tyrosine kinase anti EGFR dans les cancers des 
VADS. D’après [157].  
Légende : voir tableau 7. 
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4 Erlotinib: inhibiteur tyrosine-kinase de EGFR 
4.1 Mécanisme d’action 
L’erlotinib (OSI-774, TARCEVA®, Laboratoires Roche®) est un dérivé quinazoline de 
faible poids moléculaire qui inhibe de façon réversible et sélective l’activité tyrosine kinase de 
EGFR en entrant en compétition avec l’ATP au niveau du site catalytique de EGFR. Sa 
structure est illustrée dans la figure 12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : Structure chimique de l’erlotinib. 
 
4.2 Etudes précliniques 
En présence de tyrosine kinase de EGFR purifiée, l’erlotinib inhibe son activité à une 
concentration de 2 nM, cette concentration passe à 20 nM dans des expériences cellulaires. 
L'inhibition d'autres tyrosines kinases (c-Src, IGFR-TK, HER2, KDR, c-flt, PKC, raf, MEK-
1, ERK-2) apparaît pour des concentrations 1000 fois supérieures. In vitro, l’inhibition de la 
prolifération cellulaire s’accompagne le plus souvent d’un arrêt en phase G0/G1 du cycle 
cellulaire liée à l'augmentation de p27 et d’un effet pro-apoptotique. Des essais in vitro ont 
montré que des concentrations submicromolaires pouvaient inhiber l'activité de EGFR vIII. In 
vivo, chez l’animal, l’erlotinib inhibe la croissance de xénogreffes de cellules HN5 
(carcinome épidermoïde ORL) avec une dose efficace (DE50) de 9,9 mg/kg par voie orale. 
Les effets antitumoraux de l’erlotinib ont également été mesurés in vivo sur plusieurs types de 
xénogreffes (tête et cou, CBNPC, sein, colon). 
Erlotinib chlorydrate 
N-(3-ethylphenyl)-6,7-bis (2-methoxy-ethoxy)-4-
quinazolamine 
C22H23N3O4, HCl 
Poids Moléculaire = 429.9 Daltons 
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4.3 Evaluation clinique 
4.3.1 Cancer bronchique non à petites cellules (étude BR.21) 
L’efficacité et la tolérance de Tarceva ont été démontrées dans un essai randomisé en double 
aveugle contrôlé versus placebo (BR.21) chez 731 patients atteints d’un cancer bronchique 
non à petites cellules (CBNPC) localement avancé ou métastatique après échec d'au moins 
une ligne de chimiothérapie [172]. Les patients ont été affectés par randomisation à un 
traitement par Tarceva 150 mg ou placebo, par voie orale, une fois par jour. Les critères 
d’évaluation de l’étude étaient notamment la survie globale, la survie sans progression, le taux 
et la durée de réponse, le délai d’aggravation des symptômes liés au cancer du poumon (toux, 
dyspnée et douleurs), et la tolérance. Le critère principal de l’étude était la survie. 
Les caractéristiques démographiques étaient bien équilibrées entre les deux groupes de 
traitement. Une chimiothérapie incluant un sel de platine avait été antérieurement administrée 
chez 93% des patients du groupe Tarceva et chez 92% des patients du groupe placebo, et 
respectivement 36% et 37% des patients avaient été traités par un taxane. 
Le Risque Relatif (Hazard Ratio (HR)) ajusté de décès dans le groupe Tarceva par rapport au 
groupe placebo a été de 0,73 (IC95%: 0,60 à 0,87) (p=0,001). Le pourcentage de patients en 
vie à 12 mois a été de 31,2% dans le groupe Tarceva et de 21,5% dans le groupe placebo. La 
médiane de survie globale était de 6,7 mois dans le groupe Tarceva (IC95%: 5,5 à 7,8 mois) 
comparée à 4,7 mois dans le groupe placebo (IC95%: 4,1 à 6,3 mois).  
Le bénéfice d’erlotinib a été meilleur chez les patients n’ayant jamais fumé comparé aux 
fumeurs ou anciens fumeurs.  
La survie médiane sans progression (PFS) était de 9,7 semaines dans le groupe Tarceva 
comparée à 8,0 semaines dans le groupe placebo. 
Le taux de réponse objective selon les critères RECIST (Response Evaluation Criteria in 
Solid Tumors) a été de 8,9% (IC95%: 6,4 à 12,0%) dans le groupe Tarceva. La durée médiane 
de réponse a été de 34,3 semaines (allant de 9,7 à plus de 57,6 semaines). La proportion des 
patients ayant présenté une réponse complète ou partielle ou une stabilisation de la maladie a 
été de 44,0% dans le groupe Tarceva et de 27,5% dans le groupe placebo (p=0,004). 
Un bénéfice en survie a été également observé chez les patients traités par Tarceva n'ayant pas 
présenté une réponse tumorale objective (selon les critères RECIST). Cela a été montré avec 
un HR de décès de 0,82 (IC95%: 0,68 à 0,99) chez les patients dont la meilleure réponse a été 
une stabilisation ou une progression de la maladie. Tarceva a exercé un effet bénéfique en 
prolongeant significativement les délais d’aggravation de la toux, de la dyspnée et des 
douleurs comparativement au placebo. 
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4.3.2 Cancer du pancréas (Tarceva associé à la gemcitabine dans 
l’étude PA.3): 
L’efficacité et la tolérance de Tarceva associé à la gemcitabine en traitement de première 
ligne ont été évaluées dans un essai randomisé, en double aveugle, contrôlé versus placebo 
chez des patients atteints d'un cancer du pancréas localement avancé, non résécable ou 
métastatique [131]. Les patients ont été randomisés pour recevoir un traitement par Tarceva 
ou placebo une fois par jour en traitement continu plus gemcitabine IV (1000 mg/m², Cycle 1 
- jours 1, 8, 15, 22, 29, 36 et 43 d’un cycle de 8 semaines ; cycle 2 et cycles ultérieurs - jours 
1, 8 et 15 d’un cycle de 4 semaines).  
L’analyse sur la population globale a montré un bénéfice sur la survie globale pour le groupe 
Tarceva (6,4 mois versus 6,0 mois, p=0,028), bénéfice significatif chez les patients 
métastatiques (5,9 mois versus 5,1 mois, p=0,029) mais non significatif chez les patients 
localement avancés. 
Dans une analyse post-hoc, les patients sous Tarceva ayant développé une éruption cutanée 
avaient une survie globale plus longue que les patients n’ayant pas développé d’éruption 
cutanée (médiane de survie globale 7,2 mois contre 5 mois, risque relatif HR: 0,61). Quatre-
vingt dix pourcent des patients sous Tarceva ont développé une éruption cutanée dans les 44 
premiers jours. Le temps médian d’apparition de l’éruption cutanée était de 10 jours. 
Bien que ces résultats aient permis au Tarceva d’obtenir une AMM en association avec la 
gemcitabine dans le traitement des cancers métastatiques du pancréas, cette association n’est 
pas devenue un « standard » dans les pratiques cliniques. 
4.4 Pharmacocinétique 
4.4.1 Absorption 
Après administration orale, le pic de concentration plasmatique est obtenu après environ 4 
heures. La biodisponibilité absolue a été estimée à 59% dans une étude chez des volontaires 
sains. La prise d’aliments peut augmenter l’exposition après une prise orale. 
4.4.2 Distribution 
La valeur moyenne du volume apparent de distribution de l’erlotinib est de 232 litres. 
L’erlotinib diffuse dans les tissus tumoraux chez l’homme. Lors d’une étude menée chez 4 
patients, dont 3 atteints d’un cancer bronchique non à petites cellules (CBNPC) et 1 d'un 
cancer du larynx, recevant une dose orale quotidienne de 150 mg de Tarceva, des dosages 
effectués sur des prélèvements tumoraux obtenus par excision chirurgicale au 9ème jour de  
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Figure 13 : Formation et activités des différents métabolites de l’erlotinib 
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traitement ont indiqué des concentrations intra tumorales moyennes d’erlotinib de 1,185 ng/g 
de tissu, ce qui correspond en moyenne à 63% (intervalle: 5 – 161%) des concentrations 
plasmatiques maximales observées à l’état d’équilibre. Les principaux métabolites actifs 
étaient présents dans la tumeur à une concentration moyenne de 160 ng/g de tissu, soit en 
moyenne 113% (intervalle: 88 – 130%) des concentrations plasmatiques maximales 
déterminées à l’état d’équilibre. 
La liaison aux protéines plasmatiques est d’environ 95%. L’erlotinib se lie à l’albumine 
sérique et à l’alpha-1 glycoprotéine acide (α1-gp). 
4.4.3 Métabolisme 
Un article récent [111] a étudié le métabolisme de l’erlotinib par les cytochromes P450 (CYP 
450). L’erlotinib est métabolisé principalement par le CYP3A4, CYP3A5 et le CYP1A1 et, à 
un moindre degré, par le CYP1A2 et CYP2D6. Le métabolisme extra hépatique par le 
CYP3A4 intestinal, le CYP1A1 pulmonaire et le CYP1B1 du tissu tumoral contribuent 
potentiellement à la clairance métabolique de l’erlotinib. Les différents métabolites sont 
illustrés dans la figure 13. 
Trois voies métaboliques principales ont été identifiées: 1) O-déméthylation d’une ou des 
deux chaînes latérales aboutissant à une fonction hydroxylée simple ; cette déméthylation peut 
être suivie d’une oxydation en acide carboxylique; 2) oxydation du groupement acétylène 
suivie d’une hydrolyse en acide arylcarboxylique et 3) hydroxylation aromatique du 
groupement phénylacétylène. Des dosages in vitro et des études de modèles tumoraux in vivo 
ont montré que les principaux métabolites de l’erlotinib, OSI-420 et OSI-413, produits par O-
déméthylation de l’une ou l’autre des chaînes latérales exerçaient une activité similaire à celle 
de l’erlotinib. Ils sont présents dans le plasma à des concentrations inférieures à 10% de celles 
de l’erlotinib et leurs paramètres pharmacocinétiques sont similaires à ce dernier. 
4.4.4 Elimination 
L'erlotinib est principalement excrété sous forme de métabolites dans les fèces (>90%), 
l’élimination rénale ne représentant qu’une faible proportion (environ 9%) d’une dose 
administrée par voie orale. Moins de 2% de la dose administrée oralement sont excrétés sous 
forme inchangée. Une analyse pharmacocinétique d'une population de 591 patients recevant 
Tarceva en monothérapie a montré une clairance moyenne apparente de 4,47 l/h et une demi-
vie médiane de 36,2 heures. De ce fait, le délai d’obtention de l’état d’équilibre des 
concentrations plasmatiques devrait être voisin de 7-8 jours. 
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4.4.5 Populations particulières 
En se basant sur les analyses de pharmacocinétique de population [116], aucune relation 
significative entre la clairance apparente prévue et l’âge, le poids, le sexe et l’origine ethnique 
des patients n'a été observée. Les facteurs liés au patient et corrélés aux paramètres 
pharmacocinétiques de l’erlotinib sont la bilirubinémie totale, la concentration en α1-gp et 
être fumeur. Des valeurs augmentées des concentrations plasmatiques de la bilirubine totale et 
de la concentration en α1-gp ont été associées à une diminution de la clairance de l’erlotinib. 
Plusieurs études ont déjà démontré l’impact du taux d’ α1-gp sur la clairance de médicaments 
fortement liés aux protéines plasmatiques comme l’erlotinib [188] ou d’autres composés 
similaires comme l’imatinib [62;75]. D’autre part, la clairance de l’erlotinib est augmentée 
chez les fumeurs par un mécanisme d’induction des CYP450 par le tabac. Ceci a été confirmé 
par une étude pharmacocinétique chez des volontaires sains non-fumeurs ou fumeurs actifs 
traités par une dose orale unique de 150 mg d’erlotinib [82]. La moyenne géométrique de 
l’ASC0-inf était de 18726 ng.h/mL chez les non-fumeurs et 6718 ng.h/mL chez les fumeurs 
avec un rapport moyen de 35,9 % (IC95%: 23,7 à 54,3, p<0,0001).  
Sur la base de l’étude de pharmacocinétique de population, il apparaît que la présence d’un 
opioïde augmente l’exposition d’environ 11%. 
Aucune étude n’a été spécifiquement menée en pédiatrie ou chez les personnes âgées. 
Récemment, Miller et al. [129] ont publié les résultats d’une phase I chez des patients 
insuffisants rénaux ou hépatiques. Les patients à fonction hépatique diminuée (mesurée par 
une augmentation de transaminases > 3 fois la limite normale supérieure ou une bilirubinémie 
élevée) présentent une clairance de l’erlotinib plus faible que les patients dont les fonctions 
hépatique et rénale sont normales. En revanche, l’altération de la fonction rénale n’a pas 
d’impact sur l’élimination de l’erlotinib. 
4.5 Données cliniques 
4.5.1 Indications thérapeutiques 
L'erlotinib est indiqué dans le traitement des formes localement avancées ou métastatiques du 
cancer bronchique non à petites cellules (CBNPC) après échec d'au moins une ligne de 
chimiothérapie.  
L'erlotinib, en association à la gemcitabine, est indiqué dans le traitement du cancer du 
pancréas métastatique. Aucun avantage en survie n’a été montré chez les patients ayant une 
maladie localement avancée. 
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4.5.2 Posologie et mode d’administration 
Dans le cancer bronchique non à petites cellules, la posologie quotidienne recommandée de 
Tarceva est de 150 mg (comprimés) à prendre au moins une heure avant ou deux heures après 
un repas. 
Dans le cancer du pancréas, la posologie quotidienne est de 100 mg à prendre au moins une 
heure avant ou deux heures après un repas, en association à la gemcitabine. 
L’administration conjointe de substrats et de modulateurs du CYP3A4 peut nécessiter une 
adaptation de la dose. 
Tarceva devra être utilisé avec précaution chez les patients présentant une insuffisance 
hépatique. 
4.5.3 Effets indésirables 
Les effets indésirables les plus fréquemment observés ont été des éruptions cutanées et des 
diarrhées. Dans l’étude BR21, la plupart ont été de grade 1/2 et n’ont pas nécessité 
d’intervention spécifique. Des éruptions cutanées et des diarrhées de grade 3/4 sont survenues 
chez respectivement 9% et 6% des patients traités par Tarceva et ont conduit à des sorties 
d’étude chez 1% des patients. Une réduction de la posologie a été nécessaire en raison d’une 
éruption cutanée ou d’une diarrhée chez respectivement 6% et 1% des patients. Dans l’étude 
BR.21, le délai moyen de survenue des éruptions cutanées a été de 8 jours et celui des 
diarrhées de 12 jours. 
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Figure 14 : Principales mutations de EGFR ayant démontré leur association avec la réponse ou la 
résistance au gefitinib et/ou l’erlotinib dans le cancer du poumon non à petites cellules (CPNPC). D’après 
[158]. 
L’épaisseur des flèches traduit la fréquence relative de ces mutations. P : boucle P . A : domaine d’activation. α-
C : domaine à hélice α-C. 
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5 Facteurs prédictifs de réponse aux inhibiteurs de 
tyrosine kinase de EGFR 
 L’utilisation du gefitinib et de l’erlotinib dans les phases II ont montré des taux de 
réponse allant de 10 à 20%. Rapidement, des analyses en sous-groupes permettant d’identifier 
les patients pouvant réellement bénéficier de ces traitements se sont avérées nécessaires. La 
majorité des études concernant les facteurs prédictifs de réponse aux ITK ont été réalisées 
dans le cancer du poumon. Ils seront largement détaillés dans ce chapitre puis nous 
aborderons le cas du cancer des VADS. 
5.1 Facteurs génétiques associés à la sensibilité aux ITK 
5.1.1 Mutations de EGFR 
Durant les phases II avec le gefitinib ou l’erlotinib, certaines caractéristiques cliniques sont 
apparues comme étant associées à la réponse : 1) l’origine asiatique, 2) l’histologie tumorale : 
adénocarcinome (et particulièrement bronchoalvéolaire), 3) le genre féminin, 4) le fait d’être 
non-fumeur. 
En 2004, 3 équipes ont montré que des mutations du domaine tyrosine kinase de EGFR dans 
la tumeur étaient associées avec la réponse au gefitinib [117;139;141] et à l’erlotinib [141] 
chez des patients traités pour un CPNPC. Ces mutations sont somatiques et sont plus 
fréquentes chez les patients ayant les caractéristiques cliniques décrites ci dessus (sexe 
féminin, adénocarcinome, origine asiatique et non-fumeur). Par ailleurs elles sont situées au 
niveau de 4 exons (18 à 21) qui codent pour une partie du domaine tyrosine kinase et sont 
regroupés autour de la poche ATP du domaine catalytique qui constitue le site de liaison de 
l’ATP et des inhibiteurs de tyrosine kinase. Ces mutations étaient soit des mutations 
ponctuelles conduisant à une substitution d’acide aminé (L858R et L861Q dans l’exon 21, 
G719A/S dans l’exon 18), soit des délétions de 15 à 20 nucléotides dans l’exon 20 au niveau 
du motif très conservé LREA. Depuis ces premiers travaux, de nombreux articles décrivant 
des dizaines de nouvelles mutations ont été publiés et la grande majorité des données 
concernent les CPNPC. La fréquence de ces mutations sur des échantillons non sélectionnées 
de CPNPC est de 10% en Amérique du Nord et de 30 à 50% dans les populations d’origine 
asiatique. Au total, l’incidence de ces mutations chez des patients présentant une réponse 
clinique à l’erlotinib ou au gefitinib est de 77% alors qu’elle est de 7% chez les patients non 
répondeurs [171]. Actuellement, seulement 4 mutations sont clairement associées à une 
sensibilité accrue au gefitinib et/ou à l’erlotinib et sont résumées sur la figure 14. 
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Les mécanismes expliquant cette sensibilité accrue des EGFR mutés ne sont pas encore 
totalement élucidés. Cependant il existe deux pistes principales : 1) Les mutants EGFR sont 
plus actifs que les EGFR normaux et donc leur inhibition par des ITK a plus de répercussions 
au niveau cellulaire, 2) les changements d’acides aminés dus aux mutations modifient la 
conformation allostérique du récepteur et donc l’affinité du médicament pour sa cible. 
La première hypothèse a largement été démontré par des essais in vitro [80;117;139]. 
L’addition d’EGF aboutit à une activation (mesurée par la phosphorylation de la Tyrosine1068) 
2 ou 3 fois plus importante chez les mutants EGFR que chez l’EGFR normal, activation qui 
dure jusqu’à 3 heures alors qu’elle s’arrête au bout de 15 minutes dans le récepteur normal. 
D’autre part, les lignées transfectées avec les mutants EGFR sont 10 fois plus sensibles que 
les lignées non mutées. Si on transfecte des fibroblastes et des cellules épithéliales de poumon 
avec les mutants EGFR (L858R, G719S, délétion exon 19), on observe une transformation 
oncogénique de ces cellules mise en évidence par l’ancrage indépendant de EGF, la formation 
de foci, le développement de tumeurs chez la souris nude et une activation constitutive 
(phosphorylation de la Tyrosine1068 en l’absence de EGF). Il semblerait donc que les tumeurs 
à EGFR mutés aient une oncogénèse très dépendante de cet EGFR plus actif que la normale et 
donc lorsque son signal est bloqué par des ITK, la réponse tumorale est très importante. Il est 
cependant incorrect de qualifier tous ces récepteurs mutés de récepteurs constitutionnellement 
actifs car leur degré d’indépendance du ligand dépend des conditions expérimentales [171]. 
Carey et al. [41] ont montré, par des analyses cinétiques, que les mutants L858R et Del(746-
750) exon 19 présentaient un Km pour l’ATP plus élevé (donc une affinité plus faible pour 
l’ATP) et un Ki apparent plus faible (affinité plus grande) pour l’erlotinib que EGFR normal. 
L’affinité réduite des kinases mutées pour l’ATP explique sans doute la sensibilité accrue à 
l’erlotinib en raison de la compétition entre l’ATP et l’inhibiteur pour se lier à la poche ATP. 
Cette dernière observation nous permet d’aborder la 2ème hypothèse selon laquelle l’affinité de 
l’erlotinib serait plus grande pour les récepteurs mutés que pour les récepteurs normaux. Le 
calcul du rapport Ki/Km permet d’apprécier la liaison relative de l’erlotinib à chaque domaine 
kinase et ce travail montre que l’affinité de L858R pour l’erlotinib est 6 fois plus grande et 
celle de Del(746-750) exon 19 est 137 fois plus grande que celle pour EGFR normal. 
Cependant, Fabian et al. [68] ont publié des données contradictoires puisqu’ils montrent que 
les Kd du gefitinib et de l’erlotinib sont quasiment les mêmes pour les mutants EGFR que 
pour EGFR normal. 
Quoiqu’il en soit, de nombreuses études rétrospectives montrent un taux de réponse à 
l’erlotinib et au gefitinib de 75% pour les patients porteurs de ces mutations versus 10% pour 
les patients non mutés [158]. 
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La recherche de marqueurs moléculaires associés à la réponse au traitement a été investiguée 
dans l’étude BR21 (erlotinib versus placebo dans le CPNPC) et publié par Tsao et al. [194]. 
Les données d’expression de EGFR étaient disponibles pour 325 patients, 197 échantillons 
ont été utilisés pour la recherche de mutations du domaine tyrosine kinase de EGFR et le 
nombre de copies du gène de EGFR a été étudié sur 221 échantillons. Les analyses univariées 
ont montré que la survie était plus longue chez les patients exprimant EGFR (p=0,02) ou 
ayant un grand nombre de copies de EGFR (p=0,008). Les analyses multivariées ont prouvé 
que la réponse était associée avec les caractéristiques suivantes : adénocarcinome (p=0,01), 
non-fumeur (p<0,001) et l’expression de EGFR (p=0,03). La présence de mutations de EGFR 
n’a été corrélée ni à la survie globale ni à la réponse (patients mutés : 16% versus 7% pour les 
patients non mutés ; p=0,37). 
En ce qui concerne les cancers des VADS, les données sont beaucoup plus frustres. Les 
mutations de EGFR ont été recherchées mais semblent beaucoup plus rares que dans les 
CPNPC [51;115]. Une seule étude a retrouvé ces mutations chez des patients atteints de 
carcinomes des VADS (3 patients sur 41) dans une population coréenne, où l’on sait, pour les 
CPNPC, que ces mutations sont plus fréquentes [110]. Plus récemment, Temam et al [190] 
ont confirmé l’absence de mutations du domaine tyrosine kinase de EGFR dans des 
populations française et américaine (Texas). 
5.1.2 Amplification du gène de EGFR 
Les mêmes contradictions existent pour le nombre de copies du gène de EGFR et l’expression 
de EGFR déterminée en immunohistochimie. La majorité des études montrent que 
l’amplification du gène est associée avec un meilleur taux de réponse aux ITK [39;88;89;194] 
mais l’analyse des données issues des essais IDEAL (phase II gefitinib en monothérapie) n’a 
pas corroboré ces résultats [21]. 
Pour les cancers des VADS, Agulnik et al [2] ont recherché des marqueurs permettant de 
prédire la réponse au traitement (erlotinib+cisplatine) chez des patients traités lors de phase 
I/II. Ils suggèrent que le nombre de copies de EGFR était corrélé positivement avec la réponse 
au traitement (erlotinib + cisplatine), le temps jusqu’à progression et la survie médiane mais 
les résultats ne sont pas significatifs, notamment en raison du faible nombre de patients FISH-
positifs (n=4). 
5.1.3 Amplification et mutation de HER2 
Des équipes se sont aussi intéressées à HER2, de par son rôle de dimérisation avec EGFR. 
Cappuzzo et al [40] ont montré que les patients ayant un grand nombre de copies de HER2 
déterminé en FISH présentaient un meilleur taux de réponse et un meilleur temps jusqu’à 
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progression. D’autre part, des mutations activatrices de HER (mutations ponctuelles dans 
l’exon 20) ont été identifiées dans des tumeurs de CPNPC [173] et l’équipe de Cappuzzo et 
al.[38] ont rapporté le cas d’une patiente porteuse d’un adénocarcinome métastatique du 
poumon, réfractaire à la chimiothérapie et aux inhibiteurs de tyrosine kinase, qui a bénéficié 
d’une réponse clinique lors du traitement par Trastuzumab (Herceptin® : anticorps anti-
HER2). Les recherches moléculaires ont mis en évidence une augmentation du nombre de 
copies de EGFR et de HER2 ainsi que la présence d’une mutation ponctuelle G776L 
précédemment décrite. Dans ce cas, il semble donc que l’hyperactivité de HER2 ait rendu 
cette patiente résistante aux ITK (alors qu’elle possédait les caractéristiques du patient 
répondeur) et donc sensible à une inhibition de HER2. Le rôle de HER2 dans la sensibilité ou 
la résistance aux ITK reste encore à déterminer. 
Cohen et al.[51] qui ont montré l’absence de mutations de EGFR dans une série de patients 
traités par des ITK pour un cancer des VADS, ont, en revanche, identifié une mutation au 
niveau de l’exon 20 de HER 2 (V773A) chez un patient sensible au traitement. 
5.2 Facteurs génétiques associés à la résistance aux ITK 
5.2.1 Mutations de EGFR 
En 2005, Kobayashi et al. [102] ont rapporté le cas d’une patiente en rémission complète 
d’une durée de 24 mois sous gefitinib (son EGFR tumoral contenait une délétion de l’exon 
19) qui s’est mise à progresser sous traitement. Une nouvelle biopsie tumorale a été réalisée et 
a permis de mettre en évidence une seconde mutation T790M dans l’exon 20 qui confère une 
résistance (acquise) au gefitinib. La modélisation cristallographique de la poche ATP montre 
que le remplacement de la thréonine par la méthionine plus volumineuse modifie la 
conformation allostérique et ne permet plus la liaison du gefitinib. Il faut rapprocher cette 
résistance acquise au gefitinib à celle déjà connue de l’imatinib (Glivec®) dans les leucémies 
myéloïdes chroniques, d’autant plus qu’elle touche le résidu Thréonine en position 315 du 
domaine tyrosine kinase de Bcl-Abl, analogue de la thréonine 790 de la tyrosine kinase de 
EGFR [23]. Depuis, cette mutation est retrouvée dans environ 50% des patients avec un 
CPNPC qui rechutent après avoir répondu aux ITK [171]. Il existe pourtant une alternative à 
l’apparition de cette résistance puisque les inhibiteurs irréversibles de tyrosine kinase de 
EGFR tels que HKI-272, HKI-357, EKB-569, CL-387,785 et CI-1033 sont capables d’inhiber 
l’activité de EGFR T790M, de par leur encombrement stérique compatible avec la poche ATP 
mutée [103;108]. 
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Bien que dans la majorité des cas, cette mutation soit acquise, quelques cas de mutation 
T790M germinales ont été mis en évidence, conférant ainsi une résistance innée au gefitinib et 
erlotinib [20].  
D’autres mutations de EGFR ont été associées à une résistance acquise (voir figure 14) : une 
mutation ponctuelle dans l’exon 19 D761Y [11] et des insertions dans l’exon 20 [80]. 
5.2.2 Mutations de K-Ras. 
Parmi les autres déterminants moléculaires conférant une résistance intrinsèque aux ITK, les 
mutations de K-Ras sont clairement impliquées. Ces mutations activatrices (détaillées en page 
31) sont présentes dans 15 à 30% des CPNPC. Les mutations de K-Ras et de EGFR semblent 
être mutuellement exclusives [143] et les premières sont plutôt retrouvées chez les patients 
fumeurs. In vitro, les lignées cellulaires mutées pour K-Ras présentent une résistance aux ITK 
semblables à celle que présente une lignée contenant une mutation de EGFR L585R 
(sensibilisante) et la mutation T790M (résistante) [142]. 
5.3 Facteurs protéiques et réponse aux ITK 
 Récemment, Agulnik et al [2] ont recherché des marqueurs permettant de prédire la 
réponse au traitement (erlotinib+cisplatine) chez des patients traités pour un cancer des VADS 
lors de phase I/II. Ils ont regardé la modification de l’expression de protéines de la cascade de 
EGFR dans la tumeur et dans des échantillons de peau (tissu normal) au bout d’une semaine 
de traitement par erlotinib seul puis ont essayé de confronter ces modifications avec des 
critères de réponse tels que la survie globale, la survie sans récidive observés à long terme 
suite au traitement combiné erlotinib + cisplatine (le cisplatine était initié au bout d’une 
semaine de monothérapie d’erlotinib). Parmi les marqueurs étudiés au niveau tumoral, un 
niveau basal de p27 et STAT-3 élevés étaient corrélés à un plus grand temps jusqu’à 
progression et une plus longue survie globale (p<0,03). La diminution de EGFR phosphorylé, 
de p27 et de NFκB phosphorylé semble associé à un meilleur temps jusqu’à progression et 
une plus longue survie globale (p<0,04). La diminution de p27 est assez inattendue puisqu’on 
sait que les ITK augmentent la synthèse de p27 et qu’il en résulte un arrêt dans le cycle 
cellulaire. Dans le tissu normal, seule la diminution de EGFR phosphorylé a pu être corrélé à 
une meilleure survie globale. Ce résultat amène les auteurs à suggérer que la peau est 
« représentative » de la tumeur en ce qui concerne la diminution de EGFR phosphorylé et 
pourrait permettre de sélectionner les patients qui vont bénéficier ou pas du traitement. La 
critique que l’on peut formuler à l’égard de cette étude est que la réponse et la survie sont 
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mesurées après un traitement combiné cisplatine+erlotinib, on ne peut donc pas conclure 
quant à des marqueurs prédictifs de réponse à l’erlotinib. 
5.4 Facteurs pharmacologiques et réponse aux ITK 
 La bibliographie en ce qui concerne les relations PK/PD des inhibiteurs tyrosine kinases 
est relativement contradictoire. Plusieurs études ont montré que la sévérité de la toxicité était 
corrélée à l’exposition du médicament [87;116]. Soulières et al.[181] n’ont pas trouvé de 
corrélation entre les concentrations d’erlotinib et le grade de toxicité, en revanche les résultats 
de cette phase II suggèrent que les patients ayant des concentrations plasmatiques en erlotinib 
et en métabolite plus élevées ont une meilleure survie. Cette corrélation exposition-réponse 
clinique n’est pas retrouvée dans d’autres études [87]. 
Certaines études montrent aussi que l’apparition et la sévérité du rash cutané étaient associés à 
une meilleure survie [147;179]. Afin d’identifier des marqueurs pharmacodynamiques 
permettant de prédire la réponse clinique, Malik et al. [120] ont regardé la modification de 
l’expression des protéines du signal EGFR en présence de doses croissantes d’erlotinib. Seule 
l’augmentation de p27 était dose-dépendante mais pas concentration-dépendante. Tan et al. 
[188] ont montré que des concentrations à l’équilibre élevées étaient corrélées à une 
diminution de la prolifération (mesurée par l’expression de Ki67) dans la peau mais pas dans 
la tumeur ce qui suggère que les cellules normales et tumorales se comportent différemment 
sous l’effet du médicament. Les liens entre l’exposition au médicament, la toxicité, la réponse 
cellulaire et la réponse clinique sont loin d’être évidents et méritent d’être évalués dans 
d’autres études. 
Il est donc actuellement difficile de proposer des critères de sélection des patients ayant un 
cancer des VADS et pouvant bénéficier d’un traitement par erlotinib. 
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Ce travail a pour but d’étudier l’action d’un inhibiteur du récepteur de l’EGF 
(erlotinib, Tarceva®) chez des patients atteints de carcinomes épidermoïdes des VADS et 
éventuellement d’identifier des marqueurs prédictifs de réponse à ce médicament. 
Pour cela, une étude pilote a été mise en place à l’Institut Claudius Regaud visant à traiter des 
patients atteints de carcinomes des VADS avec de l’erlotinib en néoadjuvant, c’est à dire 
avant leur chirurgie. Le schéma de l’étude est présenté dans la figure 15.  
Des biopsies de tissu normal et tumoral ont été récupérées avant le début du traitement et lors 
de la chirurgie (qui correspond à la fin du traitement). Ces prélèvements ont permis de mener 
une étude tissulaire et moléculaire. D’autre part, les patients ont subi, pendant la durée du 
traitement, un certain nombre de prélèvements sanguins destinés à étudier la 
pharmacocinétique de l’erlotinib. Il est important de noter que les patients acceptant de 
participer à cette étude n’ont pas subi de modification de la prise en charge « classique ». La 
période entre la pan-endoscopie et la chirurgie correspond au temps nécessaire pour organiser 
l’intervention chirurgicale et n’a pas été rallongée pour les besoins de l’étude. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15 : Schéma de la prise en charge des patients participant à l’étude TARCEVA ORL. 
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La première étape de ce travail a été d’évaluer la faisabilité et l’efficacité de l’erlotinib en 
traitement néoadjuvant dans les carcinomes des VADS. Les objectifs secondaires étaient de 
caractériser l’effet de l’erlotinib au niveau des cellules tumorales et d’identifier d’éventuels 
marqueurs de réponse à l’aide d’une étude tissulaire en immunohistochimie et d’une étude 
génomique. L’étude tissulaire a comporté deux étapes : d’abord l’étude de la modification de 
l’expression de protéines de la voie de l’EGFR en immunohistochimie dans les tumeurs avant 
et après traitement, puis la recherche de marqueurs prédictifs de réponse sur les tumeurs avant 
traitement. L’étude génomique a consisté en la recherche de mutations de EGFR et de K-Ras 
au niveau des tissus tumoraux et normaux chez les patients. 
Parallèlement, nous avons étudié la pharmacocinétique de l’erlotinib chez ces patients afin de 
connaître leur exposition au médicament et essayé d’établir des relations 
pharmacocinétiques/pharmacodynamiques (PK /PD). Ce travail fera l’objet de la 2ème partie. 
L’analyse pharmacocinétique a été réalisée par une approche de population qui permet, entre 
autre, d’étudier l’impact de covariables sur les paramètres pharmacocinétiques.  
La dernière partie de ce travail a consisté à réaliser une étude d’expression génomique des 
tumeurs avant et après traitement par une technique de puce à ADN (Affymetrix HG U133A 
GeneChip®) afin de :  
1) identifier des gènes différentiellement exprimés chez les répondeurs versus les non-
répondeurs,  
2) caractériser l’effet de l’erlotinib sur l’expression des gènes. 
Cette étude a été réalisée en collaboration avec les laboratoires ROCHE® à Bâle en Suisse. 
Les nombreux résultats issus de cette analyse d’expression génique permettent d’envisager de 
multiples perspectives.  
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PARTIE I 
ETUDE PILOTE D'UN TRAITEMENT NEOADJUVANT  
PAR ERLOTINIB (TARCEVA®) CHEZ DES PATIENTS  
TRAITES POUR UN CANCER DES VADS.  
RESULTATS CLINIQUES, IMMUNOHISTOCHIMIQUES 
ET GENETIQUES. 
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1 But de l’étude 
Le récepteur de l’EGF (EGFR) stimule un certain nombre de phénomènes cellulaires 
importants tels que la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire. Son rôle dans 
l’oncogénèse est clairement démontré et il constitue une cible validée et prometteuse pour les 
thérapies anti-cancéreuses. Parmi ces nouvelles molécules anti-EGFR, l’erlotinib (OSI-774, 
Tarceva®) inhibe l’activité de EGFR en entrant en compétition avec l’ATP qui se fixe 
normalement au niveau du domaine tyrosine kinase et permet l’autophosphorylation. Cet 
inhibiteur de tyrosine kinase bloque les effets cellulaires de EGFR et il en résulte une 
diminution de la prolifération et un arrêt dans le cycle cellulaire. L’erlotinib possède 
aujourd’hui une AMM dans le traitement des cancers du poumon non à petites cellules 
(CPNPC) localement avancés en monothérapie et en association avec la gemcitabine dans le 
traitement des cancers du pancréas métastatiques. Plusieurs études ont montré que le taux de 
réponse objective avec les inhibiteurs de tyrosine kinase de EGFR (erlotinib et gefitinib) était 
de 10% chez des patients traités en 2ème ou 3ème ligne pour un CPNPC [147]. Ces dernières 
années, de nombreuses équipes ont cherché à identifier des marqueurs cliniques, biologiques 
et moléculaires associés avec la réponse à ces traitements. A l’heure actuelle, les marqueurs 
prédictifs de réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase de EGFR identifiés l’ont été dans le 
CPNPC et sont les suivants : 1) l’origine asiatique, 2) le type histologique de la tumeur : 
adénocarcinome (et particulièrement bronchoalvéolaire), 3) le genre féminin, 4) le fait d’être 
non-fumeur. En terme de marqueurs moléculaires, l’amplification du gène de EGFR et la 
présence de mutations du domaine tyrosine kinase (ces dernières étant associées avec les 
caractéristiques cliniques précédemment citées) sont associées avec une meilleure réponse au 
traitement. 
L’EGFR est surexprimé dans 90% des cancers des VADS et l’erlotinib a d’ores et déjà 
démontré son activité anti-tumorale dans ce type tumoral lors des études précliniques [151]. 
Une étude de phase II [181] visant à étudier l’efficacité de l’erlotinib chez des patients 
porteurs d’un cancer des VADS ayant déjà été prétraités a montré que 38% des patients 
avaient été stabilisés avec une durée médiane de 16,1 mois. Contrairement au CPNPC, aucun 
marqueur moléculaire n’a pu être associé à la réponse à l’erlotinib dans les cancers des 
VADS. Les mutations du domaine tyrosine kinase semblent beaucoup plus rares dans ce type 
de tumeur. 
Il y a cependant un besoin de comprendre pourquoi certains patients présentent des réponses 
cliniques très intéressantes avec ces molécules anti-EGFR et d’autres pas. D’autre part, au vu 
des taux de réponse observés, il semble nécessaire de sélectionner les patients qui vont 
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bénéficier de ce traitement. Pour cela, une étude pilote a été mise en place à l’Institut Claudius 
Regaud où des patients porteurs de tumeurs des VADS et candidats pour l’exérèse tumorale, 
ont été traités par de l’erlotinib en monothérapie néoadjuvante. L’objectif premier de cette 
étude a été d’évaluer la faisabilité de ce type de thérapie. Les objectifs secondaires ont été de 
vérifier que la dose de 150mg/j permettait d’obtenir l’effet biologique attendu dans la tumeur 
grâce à une étude tissulaire avant et après traitement et d’identifier des marqueurs prédictifs 
de réponse. 
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2 Patients et Méthodes 
2.1 Patients 
2.1.1 Critères d’inclusion 
Il s’agit de patients porteurs d’un carcinome épidermoïde des VADS non métastatique et 
confirmé histologiquement (stade ≥ T2N x M0) dont le diagnostic vient d’être posé et qui 
peuvent bénéficier sous réserve d’un contrôle pan endoscopique normal par ailleurs (absence 
de second cancer) d’une prise en charge chirurgicale première. Les patients qui acceptent sont 
inclus dans l’étude avant toute investigation. Les autres critères d’inclusion sont les suivants : 
statut OMS ≤ 2; patient capable d’ingérer de la nourriture; âgé de plus de 18 ans; ayant signé 
un consentement éclairé de participation à l’étude. Les critères de non-inclusion sont : patients 
en rechute ayant déjà été traité par radiothérapie ; participation à une autre étude clinique 
prospective ; hémorragie digestive massive récente ; présence d’une contre-indication 
médicale sous la forme d’une altération majeure de l’état général, d’une maladie infectieuse 
grave non contrôlée en cours, d’une anomalie métabolique majeure non contrôlée en cours. 
Etaient exclus aussi les patients présentant moins de 1000 PNN (polynucléaires neutrophiles) 
ou moins de 75 000 plaquettes au moment de l’entrée dans l’étude, bilirubine à plus de 1,5 
fois la normale, insuffisance rénale marquée par un débit de filtration glomérulaire calculé 
selon la formule de Cockcroft inférieur à 40 ml/min ; femme enceinte ou allaitant ; patient 
sous tutelle. 
2.1.2 Traitement 
Le traitement par erlotinib (TARCEVA®) à 150mg/jour par voie orale a débuté le lendemain 
(J1) de la pan-endoscopie diagnostique et de stadification initiale. Les patients ont été traités 
pendant la période qui s’étend entre la pan-endoscopie et l’intervention chirurgicale (18 à 28 
jours). En présence de l’apparition d’une toxicité digestive ou cutanée de grade 2 jugée 
inacceptable pour le patient, le traitement peut être interrompu en accord avec le médecin puis 
repris à la dose de 100mg/j. Si ces effets indésirables réapparaissent, le traitement est arrêté. 
2.1.3 Evaluation Clinique 
Le recueil des antécédents médicaux, l’examen physique, un électrocardiogramme et les 
dosages biologiques ont été réalisés au moment de l’inclusion.  
La réponse clinique a été évaluée par la diminution de la taille de la tumeur mesurée d’une 
part par les chirurgiens lors de la pan-endoscopie et de l’intervention chirurgicale et confirmée 
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par des examens tomodensitométriques avant et après traitement. En raison de la courte durée 
du traitement, les patients présentant une réduction de la taille tumorale supérieure à 25% ont 
été considérés comme répondeurs. Les patients présentant une réduction ≤ 25% ont été 
qualifiés de patients stables et les patients ayant eu une augmentation de la taille tumorale ont 
été considérés comme patients en progression.  
La toxicité a été évaluée lors des consultations de surveillance au cours du traitement et le 
grade a été attribué en fonction des critères NCI CTC version 2.0 (National Cancer Institute 
Common Toxicity Criteria). 
2.1.4 Biopsies  
Des biopsies tumorales et de tissu normal ont été réalisées lors de la pan-endoscopie (avant 
traitement) et lors de la chirurgie (après traitement). Une biopsie tumorale et une biopsie de 
tissu sain ont été fixées dans du formol à 4% tamponné à pH 7 pendant 24 heures puis 
incluses en paraffine pour le diagnostic morphologique et pour l’évaluation 
immunohistochimique. Les autres biopsies ont été cryopréservées dans l’azote liquide dans 
les secondes suivant leur prélèvement (congélation au bloc opératoire) puis ont été stockées à 
–80°C.  
2.2 Méthodes 
2.2.1 Extraction d’ADN 
L’ADN normal ou génomique a été extrait à partir du prélèvement génomique (sang total) 
réalisé à J1 à l’aide du kit DNA QIAamp Midi Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). L’ADN 
tumoral a été obtenu par isolation des cellules tumorales par microdissection manuelle ou 
laser quand la tumeur était trop intriquée dans du tissu normal grâce au système PixCell Laser 
Capture Microdissection system (Arcturus, Mountain View, Etats-Unis). L’ADN a été extrait 
avec le kit DNA QIAamp Micro kit (Qiagen). 
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Antigène Anticorps Dilution Méthode de réactivation antigénique 
EGFR PharmDX (Dako*) Kit Protéinase K fournie dans un Kit 
Phospho-EGFR 
Tyr 1086 36-9700 (Zymed
†) 1/1000 Micro-onde (750w 5min x 3)  dans un tampon TRIS 10mM / EDTA 1mM pH 9   
Phospho-Tyr 4G10 (Upstate‡) 1/100 Micro-onde (750w 5min x 3)  dans un tampon citrate 10mM pH6 
Phospho-Akt CR473 (Upstate‡) 1/100 Micro-onde (750w 5min x 3)  dans un tampon TRIS 10mM / EDTA 1mM pH 9 
STAT3 SC8019 (Santa Cruz§) 
1/250 Micro-onde (750w 5min x 3)  
dans un tampon TRIS 10mM / EDTA 1mM pH 9 
STAT5b SC1656 (Santa Cruz§) 1/100 
Micro-onde (750w 5min x 3)  
dans un tampon citrate 10mM pH6 
Phospho-erk 1/2 SC7383s (Santa Cruz§) 1/100 
Micro-onde (750w 5min x 3)  
dans un tampon TRIS 10mM / EDTA 1mM pH 9 
p21waf SX118 (Dako*) 1/25 Micro-onde (750w 5min x 3)  dans un tampon TRIS 10mM / EDTA 1mM pH 9 
p27 SX53G8 (Dako*) 1/50 
Micro-onde (750w 5min x 3)  
dans un tampon TRIS 10mM / EDTA 1mM pH 9 
Tableau 9 : Anticorps et protocoles utilisés pour les analyses d’IHC. 
*Dako, Glostrup, Denmark. † Zymed-Invitrogen, Carlsbad, California, USA. 
‡ Upstate, Dundee, UK. § Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA. 
¶ 3 x 5 minutes at 750 W. 
 
 
Paramètre Score
Pourcentage de cellules positives 
0 
< 10 
10–50 
51–80 
≥ 81 
 
0 
1 
2 
3 
4 
Intensité du marquage 
Aucun 
Faible 
Modéré 
Fort 
 
0 
1 
2 
3 
 
 
Tableau 10 : Système de calcul du score IRS (Immono Reactive Score). 
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2.2.2 Immunohistochimie 
Les analyses immunohistochimiques (IHC) ont été réalisées sur des coupes de 4 µm de tissus 
fixés et inclus en paraffine. Les anticorps utilisés et leurs paramètres d’utilisation sont 
résumés dans le tableau 9. Les antigènes étudiés sont : EGFR, EGFR phosphorylé au niveau 
de la tyrosine 1086, les résidus tyrosine phosphorylés (phospho-Tyr), Akt phosphorylé, p21, 
p27, STAT3, STAT5b, Erk phosphorylé. Les immunomarquages ont été réalisés à l’aide d’un 
automate Autostainer™ (Dako, Glostrup, Denmark). Les anticorps ont été incubés pendant 1 
heure et les complexes antigène-anticorps ont été visualisés par un système de polymère sans 
biotine (EnVision™, Dako) utilisant la peroxidase avec une révélation par la DAB (3,3’–
diaminobenzidine), selon les recommandations du fournisseur. Les contrôles négatifs ont été 
effectués par omission de l’anticorps primaire. Les résultats d’IHC ont été quantifiés en 
utilisant l’ImmunoReactive Score (IRS), publié par Remmele et al [155] (tableau 10). L’IRS 
se calcule en multipliant l’intensité du marquage (échelle de 0 à 3) et le pourcentage de 
cellules marquées (échelle de 0 à 4). Pour cette étude, les échantillons avec un IRS > 3 ont été 
considérés comme positifs pour l’antigène étudié. Les résultats des immunomarquages sont 
rapportés pour la couche périphérique de cellules des boyaux tumoraux également appelée 
"basal-like cell layer" (BLL) ". En effet, l’évaluation IHC dans cette couche basale s’est 
avérée plus reproductible et moins dépendante du niveau de différenciation de la tumeur que 
l’évaluation IHC dans la tumeur totale (Figure 16). Les résultats d’IHC sont disponibles pour 
40 patients sauf pour EGFR, EGFR phosphorylé et Akt phosphorylé où seulement 33 patients 
ont été étudiés. 
2.2.3 Mutations de EGFR 
Les exons 18 à 21 (inclus) du gène de l’EGFR ont été amplifiés par réaction de 
polymérisation en chaîne (PCR) et séquencés pour l’ADN normal et tumoral. Les amorces 
sont présentés dans le tableau 11. 
Exons Polarité Séquences des amorces Position* 
18 Sens Antisens 
5’-ATGGTGAGGGCTGAGGTGAC-3’ 
5’-GTGTTTGGGAAACTCCAGTGTT-3’ 
163979-163997 
164271-164292 
19 Sens Antisens 
5’-TAACATCCACCCAGATCACTG-3’ 
5’-TCTGCTCTAGACCCTGCTCAT-3’ 
164747-164767 
165004-165024 
20 Sens Antisens 
5’-ATCGCATTCATGCGTCTTCAC-3’ 
5’-AGGAGCCAGGATCCTCACAT-3’ 
171305-171325 
171621-171640 
21 Sens Antisens 
5’-ATAAGTCCTCGACGTGGAGA-3’ 
5’-TTTCCTGACACCAGGGACCA-3’ 
181711-181730 
182012-182032 
Tableau 11 : Amorces utilisées pour le séquençage des exons 18 à 21 de EGFR. 
* : Numérotation correspondant à la séquence GENBANK NC_000007 
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Figure 16 : Immunomarquage de p21 dans la tumeur totale (A et C) et dans la couche périphérique des 
boyaux tumoraux ou « basal-like cell layer » (BLL) (B et D)..  
Premier exemple : le pourcentage de cellules marquées est évalué à 40% dans la tumeur totale (A) mais à moins 
de 1% dans la BLL (B). Deuxième exemple : le pourcentage de cellules marquées est évalué à 60% dans la 
tumeur totale (C) et dans la BLL (D). 
 
 
A 
C 
B
D
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Une séquence M13 a été rajoutée à l’extrémité 5′ de toutes les amorces pour le séquençage. 
Chaque réaction de PCR (100 µL) contient: ADN du patient (25 ng pour l’ADN génomique; 5 
µL d’ADN tumoral non quantifié), 0,2 mM de désoxyribonucléotides triphosphate, 0,5 µM de 
chaque amorce, et 2,5U Taq DNA polymérase (HotStarTaq, 5U/µL; Qiagen) dans du tampon 
1X. La réaction de PCR se décompose de la façon suivante : activation de la Taq polymérase 
(15 minutes à 95°C) suivie de 36 cycles d’amplification. Chaque cycle contient une étape de 
dénaturation (45 secondes à 94°C), d’hybridation (45 secondes à 60°C), d’élongation (1 
minute à 72°C). La réaction s’achève par une élongation finale à 72°C. La taille des 
amplicons formés a été vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose 2% en présence de 
Sybrgreen 1/10000, le tampon d’electrophorèse étant du TBE 0,5X (Tris Borate EDTA). Les 
produits issus de la PCR ont été purifiés sur des colonnes MicroSpin S-300 HR (Amersham 
Biosciences). Les réactions de séquences ont été réalisées à l’aide du kit de séquençage Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems) et la programmation du thermocycler est la suivante : 5 
minutes à 96°C suivies de 25 cycles d’amplification (30 secondes à 96°C, 30 secondes à 50°C 
puis 4 minutes à 60°C). Les produits issus des réactions de séquences ont été purifiés sur des 
colonnes AutoSeq G-50 (Amersham Biosciences). Le séquençage est effectué grâce à un 
séquenceur à capillaires 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 
2.2.4 Mutations de K-Ras 
Nous avons recherché les mutations de l’exon 2 du gène K-Ras (codons 12 et 13) sur l’ADN 
tumoral par PCR nichée puis séquençage comme précédemment décrit [67]. Les amorces 
utilisées sont résumées dans le tableau 12. 
PCR Séquences des amorces Position* 
N°1 5’-TACTGGTGGAGTATTTGATAGTG-3’ 5’-CTGTATCAAAGAATGGTCCTG -3’ 
5443 - 5465 
5701 - 5681 
N°2 
nichée 
5’-M13s-TAGTGTATTAACCTTATGTG -3’ 
5’-M13as-ACCTCTATTGTTGGATCATATTCG -3’
5461 - 5480 
5649 - 5626 
 
Tableau 12: Séquences des amorces utilisées pour le séquençage de l’exon 2 de K-Ras. 
M13s = TGTAAAACGACGGCCAGT 
M13as = CAGGAAACAGCTATGACC 
*= position basée sur la séquence NT_009714 (n° accession) 
 
Chaque réaction de PCR (50 µL) contient: ADN tumoral du patient (5 µL d’ADN tumoral 
non quantifié), 0,2 mM de désoxyribonucléotides triphosphate, 0,5 µM de chaque amorce, et 
2,5 U Taq DNA polymérase (HotStarTaq, 5U/µL; Qiagen) dans du tampon 1X. La réaction de 
PCR se décompose de la façon suivante : activation de la Taq polymérase (15 minutes à 
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95°C) suivie de 35 cycles d’amplification. Chaque cycle contient une étape de dénaturation 
(45 secondes à 94°C), d’hybridation (45 secondes à 58°C), d’élongation (1 minute à 72°C). 
La réaction s’achève par une élongation finale à 72°C. La taille des amplicons formés est 
vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose 2%. La PCR nichée se fait dans les mêmes 
conditions avec 2µl du produit de PCR issu de la PCR n°1 et le programme ne contient que 30 
cycles. Les réactions de séquences ont été réalisées à l’aide du kit de séquençage Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems) et la programmation du thermocycler est la suivante : 5 
minutes à 96°C suivies de 25 cycles d’amplification (30 secondes à 96°C, 30 secondes à 50°C 
puis 4 minutes à 60°C). Les produits issus des réactions de séquences ont été purifiés sur des 
colonnes AutoSeq G-50 (Amersham Biosciences). Le séquençage est effectué grâce à un 
séquenceur à capillaires 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 
2.2.5 Amplification du gène de EGFR 
Le nombre de copies du gène EGFR dans les tumeurs a été analysé par technique de CISH 
(Chromogenic In Situ Hybrization) à l’aide du kit ZytoVision™ sur des coupes de 4 µm à 
partir des blocs en paraffine. Brièvement, les lames ont été déparaffinées par des bains 
successifs de xylène puis d’éthanol (100, 80 et 50%) et rincées à l’eau distillée. Ensuite les 
lames ont été prétraitées par la chaleur (95°C) dans du tampon de prétraitement fourni dans le 
kit (ZytoVision™) pendant 15 minutes puis rincées à l’eau distillée pendant 2x5 min. Le tissu 
a été digéré pendant 7 min avec la solution de pepsine (ZytoVision™) à température ambiante, 
lavé 2 fois à l’eau distillée, déshydraté dans des bains d’éthanol à 90, 95 et 100% pendant 2 
minutes chacun et enfin séché dans l’étuve à 37°C. Selon la taille du prélèvement, 10 à 20 µL 
de sonde EGFR « Amplification Probe » (ZytoVision™) marquée à la digoxigénine ont été 
déposés sur les lames que l’on recouvre ensuite d’une lamelle puis que l’on scelle avec de la 
colle pour caoutchouc (Durca™). Les lames ont été séchées puis dénaturées par la chaleur à 
95°C pendant 5 min puis hybridées à 37°C durant une nuit. Le lendemain, les lames ont été 
lavées dans un tampon SSC à 0,5% pendant 5 min à température ambiante puis 5 min à 75°C 
et enfin dans l’eau pendant 5 min à température ambiante. Pour l’immunodétection, les lames 
ont été placées dans une solution d’eau oxygénée à 3% dans de l’éthanol à 70% pendant 10 
min afin d’inhiber les peroxydases endogènes puis lavées dans du PBST (phosphate-buffered 
saline + 0,025% Tween 20) 3 fois pendant 2 minutes. Les lames ont été traitées avec la 
solution de blocage (ZytoVision™) pendant 10 min à température ambiante afin d’inhiber la 
fixation non spécifique des anticorps. Par la suite, les lames ont été incubées avec l’anticorps 
murin anti digoxigénine pendant 30 min à température ambiante, lavées dans du PBST 2 fois 
pendant 2 minutes, puis incubées avec l’anticorps anti-anticorps murin couplé à l’HRP 
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(horseradish peroxidase) pendant 15 min, puis finalement lavées au PBST 2 fois 2 min. Les 
lames ont ensuite été traitées avec la DAB (ZytoVision) pendant 30 min à température 
ambiante puis lavées 2 fois à l’eau distillée. Les lames ont été contre-colorées avec de 
l’hématoxyline. 
La lecture des lames a été réalisée au microscope optique en immersion au grossissement 
x1000. Deux cent noyaux de cellules tumorales ont été examinés dans chaque cas et le 
nombre moyen de points par noyau a été reporté comme résultat du nombre de copies du gène 
de EGFR. 
2.2.6 Analyse Statistique 
Les résultats d’IHC (c’est-à-dire les scores IRS) avant et après traitement ont été comparés 
par une analyse de variance sur mesures répétées (ANOVA). Les scores IRS avant traitement 
ont été comparés entre répondeurs et non répondeurs par un test de Student lorsque les 
variances étaient homogènes et par un test non paramétrique de Mann et Whitney dans le cas 
contraire. Les résultats d’IHC sous forme de variables discrètes (IRS < ou >3) ont été corrélés 
à la réponse au traitement par un test de Chi-deux. Les corrélations entre la présence des 
polymorphismes de EGFR et la réponse au traitement ont été testées par un test de Chi-deux. 
Les différences d’expression de EGFR (quantifiée par le score IRS) entre les patients 
présentant différents génotypes pour EGFR ou présentant une amplification du gène EGFR 
ont été étudiées par une ANOVA car les variances étaient homogènes. Le nombre de copies 
de EGFR a été confronté à la réponse au traitement et aux différents génotypes de EGFR par 
une ANOVA.  
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Moyenne (écart-type) 
Minimum-
maximum 
Age (ans) 55,7 (9,8) 39 - 83 
Sexe (hommes/femmes) 39/3  
Localisation de la tumeur 
• Cavité buccale 21  
• Oropharynx 10  
• Hypopharynx 3  
• Larynx 8  
Durée du traitement (jours) 19,5 (5,4) 5 - 32 
Toxicité cutanée 
• Grade 0 
• Grade 1 
• Grade 2 
• Grade 3 
5 
20 
10 
7 
 
Toxicité digestive 
• Grade 1 3  
 
Tableau 13 : Renseignements cliniques des 42 patients de l’étude. 
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3 Résultats 
 Entre novembre 2003 et octobre 2006, 43 patients ont été inclus dans l'étude mais l'un 
d'entre eux a retiré son consentement après qu'on lui ait attribué un numéro d'inclusion, 42 
patients ont donc participé à l'étude. Les données cliniques des patients sont résumées dans le 
tableau 13. Le temps médian de traitement a été de 20 jours pour tous les patients (n=42) et de 
22,5 jours si l'on considère les patients ayant eu un traitement complet (n=30 patients). Douze 
patients ont arrêté le traitement avant la fin, principalement en raison de la toxicité cutanée. 
Parmi ces 12 patients ayant eu un traitement incomplet, 8 ont arrêté définitivement le 
traitement au bout de plusieurs jours (temps médian 11 jours), 4 ont arrêté puis repris à 
100mg/j. Parmi les 4 patients ayant bénéficié de cette concession de dose à 100mg/j, 2 ont 
arrêté à nouveau et n’ont pas poursuivi jusqu’à l’intervention chirurgicale. 
3.1 Toxicité 
 La toxicité s’est principalement manifestée sous forme de rash cutané maculopapulaire 
accompagné de prurit. Les données sont résumées dans le tableau 13. Douze patients (29%) 
ont présenté une toxicité cutanée de grade 2 ou 3 entraînant un arrêt du traitement. Dans 4 cas, 
le traitement a été recommencé à 100 mg/jour après plusieurs jours, quand le rash avait 
diminué à un grade 1. Seulement 3 patients (7%) ont présenté une diarrhée de grade 1. 
3.2 Efficacité 
 L’efficacité a été évaluée chez les 42 patients. Douze patients (28,6%) ont présenté une 
diminution de la taille tumorale supérieure à 25% et ont donc été considérés comme 
répondeurs. Ces 12 patients ont bénéficié d’un traitement complet. Les trente patients restants 
n’ont pas présenté de diminution de la taille tumorale ; 2 ont progressé et 28 ont été stables. 
Parmi ces 30 patients non répondeurs, 12 n’ont pas eu un traitement complet. Par ailleurs, le 
traitement par erlotinib a permis d’obtenir un gain symptomatique chez 12 patients, qui s’est 
manifesté par une diminution des douleurs et une prise de poids pour certains. 
3.3 Analyse Tissulaire 
 Les résultats d’IHC sont disponibles pour 40 patients sauf pour EGFR, EGFR 
phosphorylé et Akt phosphorylé pour lesquels seulement 33 patients ont été évalués. Les 
résultats sont présentés dans le tableau 14. Toutes les tumeurs expriment EGFR à un niveau 
modéré ou fort. Les modifications de l’expression des protéines du signal EGFR avant et 
après traitement sont résumées dans le tableau 14. Les scores IRS de phospho-Tyr et 
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Antigène 
Nombre 
de 
patients 
évalués 
Score IRS avant traitement Score IRS après traitement 
Comparaison 
avant et 
après 
traitement 
 N 
Moyenne ± 
écart-type 
Min- max 
Moyenne ± 
écart-type 
Min- max p 
EGFR 33 9,45 ± 3,61 0–12 9,42 ± 3,79 0–12 NS 
Phospho-
EGFR 
33 4,06 ± 3,21 0–12 3,64 ± 2,27 0–12 NS 
Phospho-
Tyr 40 5,55 ± 3,89 0–12 3,85 ± 3,33 0–12 0,033 
Phospho-
Akt 
33 2,7 ± 2,88 0–12 2,43 ± 2,07 0–8 NS 
STAT3 40 5,70 ± 3,66 0–12 6,08 ± 4,13 0–12 NS 
STAT5b 40 4,65 ± 3,67 0–12 4,38 ± 3,55 0–12 NS 
Phospho-
erk 1/2 
40 2,93 ± 3,04 0–12 1,4 ± 1,75 0–6 0,005 
p21waf 40 3,20 ± 2,51 0–12 3,70 ± 2,81 0–12 NS 
p27 40 2,23± 1,44 0–6 2,85 ± 2,45 0–12 NS 
 
Tableau 14 : Expression des protéines de la voie de l’EGFR avant et après traitement par erlotinib. 
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phospho-erk 1/2 ont diminué significativement sous l’effet du traitement. Si l’on regarde 
l’effet du traitement séparément chez les répondeurs et les non répondeurs (tableau 16), on 
voit qu’il n’y a pas de différence majeure entre les 2 groupes. 
Afin d’identifier des marqueurs prédictifs de réponse, nous avons cherché à corréler des 
critères cliniques, morphologiques et tissulaires avec la réponse au traitement. Il n’y a pas de 
corrélation entre le niveau de différenciation de la tumeur, son index de prolifération ou même 
sa localisation. Nous avons regardé si l’expression de certaines protéines permettait de 
sélectionner les patients pouvant bénéficier ou pas du traitement par erlotinib. Il semble que 
l’expression de p21 soit corrélée positivement à la réponse au traitement. L’IRS moyen de  
p21 dans la tumeur avant traitement est significativement plus élevé chez les patients 
répondeurs que les chez les non répondeurs (4,64 versus 2,66 ; p=0,0017). Dans une analyse 
intermédiaire incluant 31 patients (cf publication), nous avons utilisé une courbe ROC 
(receiver operating characteristic) afin de déterminer une valeur seuil d’IRS de p21 permettant 
de discriminer les répondeurs des non répondeurs. Cette analyse a montré que la valeur d’IRS 
3 constituait une valeur seuil s’accompagnant d’une sensibilité égale à 1 et d’une spécificité 
égale à 0,81. Ce seuil nous a permis de créer 2 classes d'expression de p21: de 0 à 3 inclus et 
de 4 à 12. 
Le test du Khi-deux réalisé avec les 40 patients est illustré dans le tableau 15. 
 
IRS de p21waf   
p = 0,0019 
0–3 4–12 Total 
Patients stables ou en 
progression 21 8 
29 
Patients répondeurs 2 9 11 
Total 23 17 40 
 
Tableau 15 : Tableau de contingence de la corrélation entre l'expression de p21 et la réponse clinique. 
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Nombre de 
patients 
évalués 
Score IRS avant 
traitement 
Score IRS après 
traitement 
Comparaison 
avant et 
après 
traitement 
Nb 
répondeurs 
Antigène 
Nb non-
répondeurs 
Moyenne ± 
écart-type Min- max 
Moyenne ± 
écart-type Min- max p 
9 9,78 ± 4,52 0–12 9,78 ± 4,06 0–12 NS 
EGFR 
24 9,33 ± 3,31 3–12 9,29 ± 3,77 3–12 NS 
9 3,22 ± 3,19 0–9 4,56± 4,16 0–12 NS Phospho-
EGFR 24 4,38 ± 3,23 0–12 3,29± 2,90 0–12 NS 
11 4,64 ± 3,67 0–12 3,64 ± 3,11 0–12 NS Phospho-
Tyr 29 5,90 ± 3,97 0–12 3,93 ±3,46 0–12 NS 
9 1,89 ± 1,54 0–4 2,44± 2,79 0–8 NS Phospho-
Akt 24 3,00 ± 3,22 0–12 2,42± 1,82 0–6 NS 
11 5,18 ± 3,74 0–12 7,27 ± 4,32 0–12 0,041 
STAT3 
29 5,90 ± 3,68 0–12 5,62 ± 4,04 0–12 NS 
11 6,27 ± 3,38 0–12 4,46 ± 3,59 0–12 NS 
STAT5b 
29 4,03 ± 3,64 0–12 4,36 ± 3,60 0–12 NS 
11 3,55 ± 4,01 0–12 1,18 ± 1,83 0–6 NS Phospho-
erk 1/2 29 2,69 ± 2,63 0–9 1,48 ± 1,75 0–6 NS 
11 4,64 ± 1,43 2-6 5,00 ± 3,61 0–12 NS 
p21waf 
29 2,66 ± 2,64 0-12 3,21 ± 2,34 0–12 NS 
11 1,82± 0,98 0–3 3,27 ± 3,98 0–12 NS 
p27 
29 2,38± 1,57 0–6 2,69 ± 1,61 1–6 NS 
 
Tableau 16 : Expression des protéines de la voie de l’EGFR avant et après traitement par erlotinib. 
Pour chaque antigène, la 1ère ligne représente les modifications chez les répondeurs et la 2ème ligne chez les non-
répondeurs. 
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3.4 Mutations de EGFR 
 Aucune mutation dans les exons 18 à 21 n’a été retrouvée. Deux polymorphismes 
(SNP) ont été identifiés dans les exons 20 et 21. Ces 2 SNPs ne modifient pas la séquence en 
acides aminés. Le polymorphisme dans l’exon 20 touche une guanine en position 2607 
(NM_005228.3) qui est remplacée par une adénine. Le codon CAG devient CAA mais code 
toujours pour une Glutamine. Ce polymorphisme est très fréquent puisque 14 patients sont 
hétérozygotes A/G, 18 patients sont homozygotes A/A et 7 sont homozygotes G/G. Pour ces 
39 patients, les génotypes dans le tissu normal et tumoral étaient identiques. Trois patients 
pourtant ont présenté des génotypes différents dans le tissu normal et tumoral : 2 d’entre eux 
étaient homozygotes G/G dans le tissu normal et hétérozygotes G/A dans la tumeur et 1 
patient était A/A dans le tissu normal et A/G dans la tumeur.  
Le polymorphisme dans l’exon 21 est plus rare puisqu’il a été retrouvé chez 3 patients qui ont 
présenté un génotype hétérozygote C/T en position 2754 qui ne modifie pas l’acide aminé 
puisque le codon CGC devient CGT et code aussi pour une arginine. 
Aucune corrélation n’a été identifiée entre la présence de ces polymorphismes et l’expression 
de EGFR dans la tumeur (quantifiée par le score IRS), le nombre de copies de EGFR ou la 
réponse au traitement. 
3.5 Mutations de K-ras 
 Aucun patient ne présente de mutation des codons 12 et 13 du gène K-Ras. 
3.6 Nombre de copies du gène EGFR 
 Le nombre de copies de EGFR a été évalué pour 39 patients. Le nombre moyen de 
copies est de 2,52 copies (valeurs entre 1,6 et 6,9 copies). Les patients peuvent être regroupés 
en 4 catégories selon une classification précédemment rapportée par Sholl et al. [177]. Vingt 
sept patients sont non-amplifiés (nombre de copies < 2,8), 9 présentent une faible polysomie 
(nombre de copies entre 2,8 et 4,5), 3 présentent une forte polysomie (nombre de copies entre 
4,5 et 7,1) et aucun n’est amplifié (nombre de copies > 7,1). La figure 17 illustre la différence 
entre un patient non amplifié et un patient présentant une forte polysomie. De manière 
générale, on peut dire que les patients non amplifiés et présentant une faible polysomie ne 
possèdent pas une amplification du gène EGFR alors que les 2 autres classes sont assimilées à 
une amplification de EGFR. Le nombre moyen de copies de EGFR n’est pas 
significativement différent entre les patients répondeurs et non répondeurs (2,8 versus 2,4 ; 
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Figure 17: Profils tumoraux d'amplification de EGFR obtenus par CISH. 
A: tumeur non amplifiée (2 points par cellule). B: tumeur classée en forte polysomie. 
 
p=0,5; test de Mann Whitney). Seulement 3 patients présentent une amplification de EGFR et 
il est intéressant de noter que 2 d’entre eux sont des répondeurs, cependant le test du Chi-deux 
n’est pas significatif en raison du faible nombre de patients amplifiés. 
Par ailleurs, il n’y a pas de corrélation entre le nombre de copies de EGFR et l’expression de 
EGFR en immunohistochimie. 
A B 
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4 Discussion  
Le challenge majeur dans le domaine des inhibiteurs d’EGFR est l’identification des 
patients susceptibles d’avoir un bénéfice clinique. Cette recherche est pléthorique et 
fructueuse dans le traitement des CPNPC avec les inhibiteurs de tyrosine kinase comme le 
gefitinib ou l’erlotinib. Cependant, les données en ce qui concerne ces facteurs prédictifs de 
réponse dans les cancers des VADS sont plus frustres. La recherche de biomarqueurs associés 
à la réponse et l’évaluation pharmacodynamique nécessitent des études dont la conception 
permet ces évaluations. A l’heure actuelle, ces nouveaux médicaments sont majoritairement 
utilisés dans les essais thérapeutiques, le plus souvent en association avec d’autres 
médicaments (chimiothérapie conventionnelle ou radiothérapie) et chez des patients devenus 
résistants à de nombreux traitements de référence. Aussi, il est difficile de caractériser la 
réponse tumorale au seul inhibiteur de l’EGFR lorsqu’il est utilisé en association ou dans un 
contexte de tumeur devenue résistante à tous les traitements. D’autre part, il est important de 
collecter des échantillons biologiques de bonne qualité, ce qui peut, en fonction de la 
localisation tumorale, représenter une démarche invasive inacceptable pour le patient. Nous 
pensons qu’un traitement néoadjuvant chez des patients avec un cancer des VADS en attente 
de chirurgie permet une approche tout à fait adaptée à l’identification de biomarqueurs de 
réponse et à l’évaluation de relations PK/PD.  
Dans cette étude, le traitement néoadjuvant avec l’erlotinib pendant une courte durée (18 à 30 
jours) a été bien toléré et n’a pas engendré de modifications de la prise en charge chirurgicale 
habituelle. Sur les 42 patients inclus dans l’étude, douze (29%) ont présenté une diminution 
de la taille tumorale. Parmi les 30 patients restants, 28 ont présenté une maladie stable et 2 ont 
progressé mais 40% d’entre eux n’ont pas suivi le traitement en entier. Ces problèmes de 
compliance ont été en partie liés à l'apparition d'un rash cutané, effet indésirable connu des 
inhibiteurs de l'EGFR. Par ailleurs, le traitement par erlotinib a permis d’obtenir un gain 
symptomatique chez 12 patients.  
Un des objectifs secondaires de cette étude pilote était de récupérer des biopsies tumorales 
avant et après traitement, ce qui a été facilement réalisable lors de la pan-endoscopie et de 
l’intervention chirurgicale. Ces prélèvements nous ont permis d’une part de caractériser l’effet 
de l’erlotinib au niveau tumoral et d’autre part, d’identifier un profil tumoral avant traitement 
associé à la réponse clinique et qui nous permettrait de sélectionner les patients susceptibles 
de répondre au traitement. 
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 Pour les analyses en immunohistochimie, nous avons choisi d'étudier plus 
particulièrement la « basal-like cell layer » (BLL) pour plusieurs raisons : les 
immunomarquages ont été plus reproductibles et moins dépendants du niveau de 
différenciation tumoral. D’autre part, nous faisons l’hypothèse que cette couche périphérique 
contient les cellules tumorales au pouvoir de prolifération et d’invasion élevés et qui sont 
donc la cible principale de l’erlotinib. La comparaison des profils d’expression tumoraux 
avant et après traitement a démontré que l’erlotinib a inhibé la voie de signalisation de EGFR 
dans la tumeur, caractérisé par la diminution significative de phospho-Tyr et de phospho 
Erk1/2 tous deux étant phosphorylés au cours de la cascade de signalisation déclenchée par 
EGFR. Ces données montrent que la dose utilisée a été suffisante pour obtenir l’effet 
biologique attendu même si l’hétérogénéité des résultats fait que toutes les protéines du signal 
EGFR ne sont pas modifiées. 
Il est intéressant de noter que la diminution de EGFR phosphorylé dans la tumeur sous l’effet 
du traitement n’est pas significative. EGFR phosphorylé a pourtant souvent été proposé 
comme marqueur pharmacodynamique de l’efficacité des inhibiteurs de EGFR au niveau d’un 
tissu représentatif comme la peau [5;120]. En effet, depuis le développement des ITK, la peau 
a été considérée comme un tissu potentiellement représentatif de la tumeur et qui pourrait 
facilement permettre une évaluation pharmacodynamique. Cette hypothèse, pourtant, repose 
sur plusieurs notions qui restent non démontrées. Premièrement, la peau est-elle vraiment 
représentative de la tumeur ? Tan et al. [188] ont montré que les modifications observées dans 
des biopsies cutanées étaient différentes de celles observées dans les biopsies tumorales chez 
des patientes traitées par erlotinib dans les cancers du sein ce qui suggère que les cellules 
normales et tumorales se comportent différemment sous l’effet du médicament. Plus 
récemment, Agulnik et al. [2] ont comparé les modifications tissulaires dans la peau et dans la 
tumeur avant et après une semaine de traitement par erlotinib et ils les ont corrélées avec la 
réponse clinique. Les résultats sont différents entre la tumeur et la peau mais il semble que la 
diminution de EGFR phosphorylé dans la peau et dans la tumeur soit corrélée à la survie 
globale. Cependant, ces résultats ne sont pas significatifs et la réponse est évaluée après 
traitement au cisplatine+erlotinib. Notre étude ne permet pas de statuer sur le potentiel de la 
peau comme tissu représentatif de la tumeur mais nous n’avons pas observé de diminution 
significative de la phosphorylation de l’EGFR.  
Si l’on se concentre sur les patients répondeurs, aucune des protéines étudiées n’est modifiée 
de façon significative et donc ne peut être assimilée comme un marqueur 
pharmacodynamique de la réponse.  
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L’autre question sous-jacente à cette réflexion concerne les outils mis en oeuvre pour évaluer 
la réponse clinique. La régression volumétrique est classiquement utilisée mais des nouveaux 
outils d’imagerie tels que le PET-SCAN (tomographie d’emission de positons au 18fluoro 
deoxy glucose) sont en cours d’évaluation. Dans un article de revue, Arteaga [9] propose 
d’évaluer l’efficacité d’un inhibiteur de l’EGFR en néoadjuvant pendant une courte durée 
pour possiblement le réintroduire en adjuvant après les traitements standards chez les patients 
ayant bénéficié d’une « action anti-tumorale » lors du traitement néoadjuvant. L’action anti 
tumorale serait évaluée par comparaison de biopsies tumorales avant et après traitement par 
des marqueurs de prolifération tels que Ki-67 ou par évaluation de l’apoptose et de la 
diminution de EGFR phosphorylé. La pertinence de ces marqueurs pharmacodynamiques 
pour juger de la réponse clinique reste néanmoins à être validée.  
L’autre approche pour sélectionner les patients susceptibles de bénéficier du traitement 
consiste à étudier les caractéristiques des tumeurs avant le traitement et de les rapprocher de la 
réponse clinique. 
Dans cette optique, nous avons démontré que l’expression de p21 dans la tumeur avant 
traitement était corrélée positivement à la réponse à l’erlotinib. Dans les lignées cellulaires de 
carcinome épidermoïde, il a été montré que l’effet cytostatique de l’erlotinib était médié par 
p21 [186] et que la perte de l’expression de p21 était corrélé à un mauvais pronostic dans les 
carcinomes épidermoïdes de la langue [203]. Nos résultats suggèrent que l’expression de p21 
est un facteur important pour l’inhibition du signal EGFR comme il l’a été montré 
précédemment pour le gefitinib in vitro [64]. Dans notre étude, les tumeurs n’exprimant pas 
p21 ne répondent pas à l’erlotinib. Cette protéine semble in vivo pouvoir fonctionner de la 
même façon qu’in vitro. L’inhibition du signal EGFR n’aurait de conséquence favorable que 
pour les cancers n’ayant pas totalement perdu p21 et/ou sa fonction. Les mécanismes 
impliquant l'expression de p21 dans l'efficacité de l'erlotinib restent cependant à démontrer. 
Des études prospectives sont nécessaires pour valider l’expression de p21 en tant que 
marqueur prédictif de réponse. Il serait aussi intéressant de voir si cette réponse tumorale 
observée, plus importante si p21 est largement exprimé, se traduit par une survie augmentée, 
paramètre que nous n’avons pas pu évaluer dans notre étude. 
Dans notre travail, plusieurs autres facteurs prédictifs de réponse ont été évalués.  
Depuis 2004, de nombreuses études ont montré que des mutations dans le domaine tyrosine 
kinase de EGFR étaient associées à la réponse au gefitinib et à l’erlotinib chez des patients 
ayant des CPNPC à un stade avancé [117;139;141]. Cette sensibilité accrue des EGFR mutés 
s'explique d'une part par le fait que les mutants EGFR sont plus actifs que les EGFR normaux 
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et donc plus sensibles à l'inhibition par des inhibiteurs de tyrosine kinase [80;117;139]. 
D'autre part, il semble que les changements d’acides aminés dus aux mutations modifient la 
conformation allostérique du récepteur et donc l’affinité du médicament pour sa cible [41].  
Dans notre étude, nous n’avons pas retrouvé de mutations dans le domaine catalytique de 
EGFR dans la tumeur et dans le tissu normal. Les travaux précédents ont rapporté que ces 
mutations étaient plus fréquentes chez les patients n’ayant jamais fumé et qui présentaient une 
histologie tumorale d’adénocarcinome et qui, par conséquence, semblent associées à une 
oncogénèse particulière de CPNPC. Ces mutations pourraient conduire à un phénotype 
particulier (tumeur très dépendante du signal EGFR) qui est sans doute beaucoup plus rare 
dans les carcinomes épidermoïdes des VADS [115]. La seule étude ayant retrouvé des 
mutations de EGFR chez des patients avec un cancer des VADS a été réalisée chez des 
patients d’origine asiatique [110] dont on sait que le taux de mutations de EGFR est plus 
élevé. D’autre part les mutations de K-Ras sont fréquentes dans les CPNPC et engendrent une 
résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase de EGFR [143]. Nous avons souhaité nous 
assurer que nos patients ne présentaient pas ces mutations, bien que très rares dans les 
carcinomes des VADS [43]. Aucun patient n’était porteur de mutations de K-Ras. Ces 
arguments renforcent l’hypothèse d’oncogénèse particulière dans les CPNPC et peuvent 
expliquer l’absence de telles mutations dans les carcinomes épidermoïdes ORL.  
De plus, l’amplification du gène de EGFR, qui a été corrélée à une meilleure réponse aux 
inhibiteurs de tyrosine kinase de EGFR dans les CPNPC, ne semble pas avoir le même impact 
dans les carcinome des VADS puisque nous n'avons pas observé de différence significative 
du nombre de copies de l'EGFR entre les patients répondeurs et les non répondeurs. 
Cependant, dans notre cohorte de patients, seulement 3 patients présentent une forte 
polysomie qui est assimilée à une amplification du gène. Des pourcentages similaires 
d’amplification de EGFR ont été récemment décrits dans les cancers des VADS par Agulnik 
et al. [2] qui suggèrent qu’un nombre élevé de copies de EGFR pourrait prédire une meilleure 
réponse clinique à l’erlotinib. Néanmoins, leurs résultats, tout comme les nôtres, ne 
permettent pas de conclure en raison du faible nombre de patients amplifiés. Ces hypothèses 
doivent être vérifiées dans des cohortes de patients plus importantes. Les phases II et III en 
cours utilisant l'erlotinib dans les cancers des VADS devraient permettre de répondre à ces 
questions dans les années qui viennent. 
Nous pensons que le schéma de cette étude est particulièrement adapté à l’investigation de 
l’effet biologique des thérapeutiques ciblées et à la recherche de marqueurs prédictifs de 
réponse. Nous avons identifié un potentiel biomarqueur qui, à condition d’être validé, pourrait 
permettre aux cliniciens de sélectionner les patients susceptibles de répondre à l’erlotinib. 
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En conclusion, l’utilisation de l’erlotinib en néoadjuvant a été bien tolérée chez des patients 
porteurs de tumeurs de VADS et a permis d’observer des réponses tumorales chez 29% 
d’entre eux. Des études supplémentaires sont nécessaires pour voir si l’activité anti-tumorale 
encourageante observée ici produit un bénéfice clinique en terme de survie à long terme. 
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PARTIE II 
PHARMACOCINETIQUE, PHARMACOGENETIQUE ET 
RELATIONS PHARMACOCINETIQUE/PHARMACODYNAMIE 
DE L’ERLOTINIB CHEZ DES PATIENTS TRAITES POUR UN 
CANCER DES VOIES AERODIGESTIVES SUPERIEURES 
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1 But de l’étude 
 L’étude de la pharmacocinétique de l’erlotinib chez les patients de cette étude est 
nécessaire pour compléter les premiers résultats visant à identifier des marqueurs associés à la 
réponse. Des différences dans l’exposition des patients au médicament pourraient bien sûr être 
à l’origine de différences en terme de réponse clinique. 
Les données pharmacocinétiques de phase I de l’erlotinib ont été publiées par Hidalgo et al. 
[87]. Les principaux paramètres pharmacocinétiques obtenus par analyse non 
compartimentale ont été les suivants : clairance apparente moyenne de 6,3 L/h et volume de 
distribution de 136,4 L. La demi-vie moyenne est de 24,4 h (± 14,6). La majorité des études 
pharmacocinétiques déjà réalisées rapportent une grande variabilité interindividuelle des 
paramètres pharmacocinétiques, notamment pour la clairance.  
Nous avons choisi d’étudier la pharmacocinétique de l’erlotinib chez les patients de l’étude 
par une approche de population, qui permet d’obtenir des paramètres moyens et individuels 
(en particulier la clairance d’élimination) à partir d’un nombre limité de prélèvements. Cette 
approche permet aussi d’étudier l’impact de caractéristiques du patient appelées covariables 
sur la pharmacocinétique du médicament. Ainsi, nous avons colligé un certain nombre de 
données démographiques, morphologiques, biologiques et cliniques pour chaque patient afin 
d’évaluer leur corrélation aux paramètres pharmacocinétiques. Par exemple, l’âge des patients 
joue-t-il un rôle dans l’élimination du médicament ? Au-delà de ces caractéristiques dites 
« classiques », nous avons recherché des informations de type pharmacogénétique. L’erlotinib 
est métabolisé majoritairement par le cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) mais aussi par les 
CYP3A5 [113]. Moins de 10% de la population caucasienne exprime le CYP3A5 [106;197], 
il est donc possible que chez ces individus l’activité catabolique du CYP3A5 s’additionne à 
celle du CYP3A4 entraînant une activité métabolique globale augmentée vis à vis de 
l’erlotinib. L’existence d’un polymorphisme génétique a été proposée pour expliquer cette 
variabilité inter-individuelle d’expression. En effet, les individus porteurs d’une guanine en 
position 6986 au niveau de l’intron 3 (allèle CYP3A5*3), possèdent un site d’épissage 
alternatif créant un exon supplémentaire avec décalage du cadre de lecture, qui entraîne la 
synthèse d’une protéine tronquée inactive. En revanche, les individus possédant une adénine 
en position 6986 (allèle CYP3A5*1), expriment une protéine complète et active [106]. 
Nous avons étudié l’influence du génotype du CYP3A5 (correspondant à l’analyse des 
polymorphismes A6986G des patients) sur la clairance d’élimination de l’erlotinib.  
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A l’heure actuelle, les transporteurs responsables de l’influx ou de l’efflux des xénobiotiques 
font l’objet de nombreuses études pharmacogénétiques. Les inhibiteurs de tyrosine kinase en 
tant que molécules hydrophobes sont potentiellement des substrats des transporteurs de la 
famille ABC, impliqués dans des phénomènes de résistance tumorale (Multi Drug 
Resistance). Des expériences in vitro ont montré que le gefitinib était substrat de ABCG2 et 
de ABCB1 [138]. Les polymorphismes génétiques les plus étudiés en terme de conséquence 
clinique, sont ceux concernant ABCB1 ou P-glycoprotéine (P-gp) codée par le gène MDR1. 
Trois mutations ont été décrites et corrélées avec une altération de l’activité et/ou de 
l’expression de la P-gp : au niveau de l’exon 21 en position 2677 où une guanine peut être 
remplacée par une thymine ou une adénine et dans l’exon 26, en position 3435. Lorsqu’une 
thymine remplace la cytosine en position (C3435T), la P-gp est moins exprimée et moins 
active au niveau du duodénum [91], se traduisant par une augmentation de la biodisponibilité 
orale de la digoxine (peut-être associée à une diminution de son élimination). La mutation 
G2677T a, elle aussi, été corrélée avec une diminution de l’activité de la P-gp avec le même 
type de répercussion clinique sur la biodisponibilité de la digoxine [107]. Il est à noter que 
seule la mutation G2677T entraîne une modification de la séquence d’acides aminés de la 
protéine mais que cette mutation est en déséquilibre de liaison (linkage disequilibrium) avec 
la mutation silencieuse C3435T.  
Nous avons recherché les polymorphismes des exons 21 et 26 afin d’étudier leur interaction 
avec la pharmacocinétique de l’erlotinib. 
Plusieurs travaux antérieurs ont montré que la clairance des inhibiteurs de tyrosine kinase 
pouvait varier en fonction du taux d'alpha 1 glycoprotéine acide (α1-gp) [62;188]. L’erlotinib 
est lié à 95% aux protéines plasmatiques et principalement à l’α1-gp. Nous avons donc 
déterminé pour chaque patient la fraction libre plasmatique d'erlotinib afin d'évaluer 
l'importance et les répercussions du phénomène de liaison aux protéines plasmatiques de ce 
médicament. 
Le premier objectif de cette étude a donc été d’identifier les covariables ayant un impact sur la 
pharmacocinétique de l’erlotinib et permettant d’expliquer la variabilité interindividuelle des 
paramètres pharmacocinétiques. 
Au-delà de l’étude des covariables, l’analyse pharmacocinétique a généré (par méthode 
bayésienne) pour chaque patient des valeurs individuelles des différents paramètres (en 
particulier la clairance de l’erlotinib) qui permettent d’estimer l’exposition de chaque patient 
en calculant l’AUC. Le deuxième objectif a été de confronter ces informations d’ordre 
pharmacocinétique à des informations d’ordre pharmacodynamique (liées à l’effet du 
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médicament) afin d’établir des relations pharmacocinétiques/pharmacodynamiques (relations 
PK/PD). Les informations pharmacodynamiques disponibles pour nos patients étaient : la 
réponse clinique (déjà définie dans la partie 1), la réponse biologique ou tissulaire c'est-à-dire 
la modification de l’expression des protéines de cascade de EGFR (détecté par 
immunohistochimie) au niveau du tissu tumoral mais aussi normal et enfin, la toxicité. 
Les résultats de nos investigations PK/PD nous permettront de savoir si la réponse tumorale à 
l’erlotinib ainsi que la toxicité peuvent s’expliquer par des considérations d’ordre 
pharmacocinétique (différence d’exposition) ou bien relèvent de mécanismes plus complexes. 
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2 Matériels et Méthodes 
2.1 Prélèvements sanguins 
 Six prélèvements sanguins (5 ml sur tube hépariné) ont été réalisés: 
 à J1, c’est à dire le 1er jour de traitement, à 3 temps différents : 
- T0 = avant la prise 
- T1 = 2h après la prise 
- T2 = 4 à 8h après la prise 
 à J15, lors de la consultation de surveillance qui s’est située en moyenne entre J7 
et J23 (temps médian de 14 jours): 
 - T3 = concentration en théorie résiduelle, c’est-à-dire environ 24h après la 
dernière prise. 
 J (chir-1), lors de l’hospitalisation du patient la veille de la chirurgie : 
- T4 = prélèvement réalisé en fin de journée soit environ 8h après la dernière 
prise. 
 J (chir), le jour de la chirurgie : 
- T5 = prélèvement réalisé le matin de l’intervention, soit 24h après la 
dernière prise car le patient ne prenait pas son comprimé le jour de la 
chirurgie. 
Les prélèvements, réalisés par les infirmières, étaient pris en charge au niveau du laboratoire 
dans les 20 minutes suivantes. Les tubes ont été centrifugés pendant 15 minutes à 1500g puis 
congelés à –20°C. 
2.2 Détermination des concentrations plasmatiques en 
erlotinib 
Les dosages en erlotinib (OSI-774) et en son métabolite (OSI-420, métabolite actif) ont 
été réalisés par le laboratoire Advion® (Advion BioServices Inc., 15 Catherwood Rd., Ithaca, 
NY, 14850, USA) à partir des prélèvements plasmatiques. La détermination des 
concentrations a été réalisée par une technique de chromatographie liquide à haute 
performance couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Pour l’erlotinib, la 
limite basse de quantification (LLOQ) était 1 ng/mL et la gamme de calibration permettait de 
doser jusqu’à 3000 ng/mL. Pour l’OSI-420, la LLOQ était 1 ng/mL et la limite haute de 
quantification était de 1000 ng/mL. 
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2.3 Détermination de la fraction libre plasmatique 
d’erlotinib 
Pour les expériences de détermination de fraction libre, de l’erlotinib radioactif marqué 
au Carbone 14 (C14-erlotinib) a été fourni par les laboratoires Roche® sous forme de 2 
milligrammes (mg) de poudre contenant 10 mégabecquerels (MBq). La fraction libre 
d’erlotinib a été déterminée pour chaque patient par dialyse à l’équilibre à 37°C. Des cellules 
de 200µl ont été utilisées, séparées d’une membrane de dialyse en cellulose (Visking™) ayant 
un seuil (cut-off) de poids moléculaire à 12000-14000 Daltons. Dans une des cellules était 
placé 200µl de plasma contenant du C14-erlotinib et dans l’autre 200µl de tampon de Sorensen 
(pH=7,4). Une première série d’expériences a permis de déterminer un temps d’équilibre de 
10 heures. Par la suite, des expériences de saturation avec des concentrations croissantes (0 à 
300000 ng/ml) en C14-erlotinib ont montré que sa fixation aux protéines plasmatiques n’était 
pas saturable dans cet intervalle de concentrations. Une solution plasmatique radioactive de 
C14-erlotinib R1 a été fabriquée à 12000 dpm/µl puis 5 µl de cette solution ont été ajoutés au 
plasma du patient (800µl). La mesure de la radioactivité était effectuée sur un compteur à 
scintillation liquide Wallac (Perkin Elmer™). Les dialyses ont été réalisées 3 fois par patient 
et la fraction libre fu a été calculée en faisant la moyenne des 3 expériences et de la manière 
suivante : 
fu = (Cu) / (Ct) = dpm (tampon) / dpm (plasma) 
Avec : 
Cu : concentration en erlotinib libre, mesuré par comptage de la radioactivité du tampon après 
équilibre 
Ct : concentration totale c’est à dire Cu+Cb avec Cb = concentration en erlotinib fixé aux 
protéines plasmatiques. Ct a été mesuré par comptage de la radioactivité du plasma après 
équilibre. 
La mesure du bruit de fond, réalisée à chaque expérience, a été préalablement retranchée de 
chaque mesure avant les calculs.  
2.4 Déterminations pharmacogénétiques 
 A partir d’un prélèvement sanguin réalisé à J1, l’ADN génomique a été extrait à l’aide 
du kit QIAamp DNA Blood Midi Kit (QIAGEN). Pour les recherches effectuées sur l'ADN 
tumoral, l'ADN a été extrait à partir de biopsies tumorales grâce au kit QIAamp DNA Micro 
Kit (Qiagen). 
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2.4.1 Polymorphismes du gène MDR 
Le génotypage des trois mutations ponctuelles G2677A, G2677T et C3435T a été réalisé par 
la technique de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) [42] sur l'ADN 
génomique et sur l'ADN tumoral. En effet, la mutation C3435T fait disparaître un site de 
restriction pour l’enzyme Sau 3AI et la mutation G2677A fait apparaître un site de restriction 
pour l’enzyme BsrI. Pour la mutation G2677T, il est possible à l’aide d’une amorce, de créer 
un site de restriction pour l’enzyme BanI qui disparaît avec la mutation G2677T. Les 
fragments encadrant les zones de polymorphismes ont  été précédemment amplifiés par PCR. 
Trois amplifications différentes ont été réalisées avec les trois couples d’amorces présentés 
dans le tableau 17. 
SNP 
Nom des 
amorces 
Séquence des amorces 
Enzymes de 
restriction 
MDR9 5’TGCAGGCTATAGGTTCCAGG3’ 
G2677T 
MDR10 A 5’TTTAGTTTGACTCACCTTCCCG3’ 
Ban I 
MDR9 5’TGCAGGCTATAGGTTCCAGG3’ 
G2677A 
MDR10B 5’GTTTGACTCACCTTCCCAG3’ 
Bsr I 
MDR11 5’ACAAAAGTCGACGAACTACC3’ 
C3435T 
MDR12 5’AAGGCATGTATGTTGGCCT3’ 
Sau 3AI 
Tableau 17 : Séquences des amorces et enzymes de restriction utilisées pour l’amplification des fragments 
contenant les  polymorphismes étudiés (SNP) 
 
La réaction de PCR se fait en présence de 50 ng d’ADN, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 µM de 
chaque amorce et 2,5U de Taq DNA polymérase (HotStarTaq, 5U/µL; Qiagen) dans du 
tampon de réaction (1X). La réaction d’amplification se décompose de la façon suivante :  
activation de la Taq polymérase : 15 minutes à 95°C suivie de 36 cycles contenant 3 étapes : 
dénaturation : 45 secondes à 95°C, hybridation : 45 secondes à 56°C ou 60°C (pour les 
couples d’amorces MDR9-MDR10A / MDR9-MDR10B et MDR11-MDR12 respectivement), 
élongation : 1 minute à 72°C. La réaction se termine par une élongation finale de 10 minutes à 
72°C. 
La taille des amplicons formés a été vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose 2% en 
présence de Sybrgreen 1/10000, le tampon d’électrophorèse étant du TBE 0,5X (Tris Borate 
EDTA). 
Ensuite, chaque amplicon a été incubé avec l’enzyme de restriction correspondante, 16h à 
37°C pour les enzymes BanI et Sau3AI, 16h à 65°C pour l’enzyme BsrI. 
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Les enzymes de restriction coupaient les amplicons si leur site de restriction correspondant 
était présent, ainsi la taille des fragments obtenus après digestion a permis de différencier les 
génotypes « sauvages » ou mutés (tableau 18). 
 
SNP Génotypes 
Nombre de fragments 
après digestion 
Taille des fragments (en paire de 
bases) après digestion 
Sauvage (G-G) 2 198   /   26 
Muté (T-T) 1 224 G2677T 
Hétérozygote (G-T) 3 224  /  198  /  26 
Sauvage (G-G) 2 206  /  14 
Muté (A-A) 1 220 G2677A 
Hétérozygote (G-A) 3 220  /  206  /  14 
Sauvage (C-C) 2 158  /  39 
Muté (T-T) 1 197 C3435T 
Hétérozygote (C-T) 3 197  /  158  /  39 
Tableau 18: Détermination des génotypes selon la taille des fragments de restriction. 
 
Le nombre de fragments (et leur taille) était visualisé par migration sur gel d’agarose à 3% 
coloré au Sybergreen. Les plus petits fragments (14, 26 ou 39 paires de bases) étaient peu 
visibles sur les gels en raison de leur taille. La présence ou l’absence de mutation se faisait sur 
la différence de taille des deux principaux fragments obtenus selon qu’il y ait eu digestion ou 
pas. 
2.4.2 Génotype du CYP3A5 
La détermination du génotype CYP3A5*1 ou 3 a été réalisée par une technique de PCR en 
temps réel spécifique d’allèle à partir de l’ADN génomique. Le principe est basé sur 
l’amplification en parallèle de l’ADN en présence de 2 couples d’amorces 3A5*3 + 3A5-C et 
3A5*1 + 3A5-C (voir tableau 19). 
 
Amorce CYP3A5 Position 5’¶ Séquence Position 3’¶ 
3A5*1 22912 TCCAAACAGGGAAGAGAAAT 22893 
3A5*3 22912 TCCAAACAGGGAAGAGAAAC 22893 
3A5-C 22675 ACTGCCCTTGCAGCATTTAG 22694 
 
Tableau 19: Amorces utilisées pour le génotypage du CYP3A5 par PCR quantitative spécifique d’allèle. 
¶ : Numérotation de la séquence du gène CYP3A5 selon la séquence AC005020 (numéro Genbank) 
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La première différence qui existe entre les amorces *1 et *3 (T ou C) est située au niveau de 
la base terminale en 3’ et représente la base qui s’hybride avec la base 6986 (G pour *3, A 
pour *1). Le deuxième changement de base est situé au niveau de la 3ème base en partant de 
l’extrémité 3’ de l’amorce où la thymidine a été remplacée par une adénine. Cette 
modification crée un mésappariement interne qui empêche l’amplification des ADN 
présentant les deux mésappariements mais permet cependant l’amplification d’un ADN 
complémentaire au niveau de la dernière base en 3’. Ainsi, le génotype *1 sera amplifié en 
présence du mix 3A5*1 + 3A5-C et le génotype *3 sera amplifié en présence du mix 3A5*3 + 
3A5-C. Le génotype hétérozygote *1/*3 est caractérisé par une amplification de l’ADN dans 
les deux conditions. L’analyse des courbes de fusion générées par le thermocycler permet de 
confirmer le génotypage. 
Cette technique a été validée en séquençant certains patients dont on avait obtenu le résultat 
par PCR en temps réel. 
La réaction de PCR en temps réel est effectuée sur un thermocycler iCycler (Bio-Rad) avec 
les réactifs iQ Sybr Green Master Mix® (Biorad) selon le protocole fourni par le fabricant. 
Une normalisation préliminaire de la quantité d’ADN à utiliser a été réalisée par une 
amplification du gène de la GAPDH (glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase). 
Cinquante nanogrammes d’ADN étaient mélangés au mélange réactionnel suivant : 12,5 µl de 
Master Mix (contenant le Sybrgreen), 0,75 µl de chaque primer (10µM) et 1 µl d’eau dans 
une réaction totale de 25 µl. 
Par la suite, une quantité d’ADN normalisée était utilisée pour les amplifications en présence 
des amorces de CYP3A5, selon le même protocole que précédemment. 
2.5 Données cliniques et biochimiques 
 Un certain nombre de données ont été collectées au moment de l’inclusion des patients 
dans l’étude : 
¾ Caractéristiques démographiques : âge, sexe 
¾ Caractéristiques morphologiques : poids 
¾ Caractéristiques biochimiques : créatininémie, clairance à la créatinine (estimée 
selon l’équation de Cockcroft et Gault), bilirubinémie totale, transaminases (ASAT 
et ALAT), phosphatases alcalines, α1-gp sérique (alpha-1-glycoprotéine acide), 
albuminémie, protéinémie totale. 
¾ Caractéristiques cliniques : tabagisme. 
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2.6 Données pharmacodynamiques 
 Les données pharmacodynamiques utilisées ont été : 1) la réponse clinique (définie dans 
la partie I), 2) la réponse biologique tissulaire tumorale et du tissu normal et 3) la toxicité. 
La toxicité a été évaluée par le clinicien lors de la consultation de surveillance à J15. Les 
toxicités cutanées et digestives ont été évaluées selon les critères NCI CTC version 2.0 et 
caractérisées par un grade compris entre 0 et 4. 
La réponse biologique tissulaire tumorale a été évaluée par la modification (diminution ou 
augmentation) du score IRS (défini dans la partie I) des protéines étudiées en 
immunohistochimie : EGFR, EGFR phosphorylé (pEGFR), les tyrosine phosphorylées (pTyr), 
p21, p27, STAT3, STAT5, ERK phosphorylé (pERK), Akt phosphorylé (pAkt). Pour EGFR, 
pEGFR, pTyr, STAT3, STAT5, pERK, une diminution du score IRS a été associée à une 
réponse biologique tumorale et pour p21 et p27, une augmentation du score IRS a été associée 
à une réponse biologique tumorale. 
La réponse biologique dans le tissu normal a été évaluée de la même manière. 
2.7 Analyse des données 
2.7.1 Principe général de l’analyse des données de population au 
moyen du logiciel NONMEM 
Nous ne parlerons ici que de la méthodologie utilisée pour le programme informatique 
NONMEM (NON linear Mixed Effect Model). 
La pharmacocinétique de population permet d’étudier le profil pharmacocinétique des 
médicaments à partir d’un faible nombre de prélèvements par patient. Une analyse de 
pharmacocinétique de population intègre d’emblée l’ensemble des informations 
(concentrations plasmatiques) de tous les patients d’une population et les analyse 
simultanément. A partir de cette analyse globale, les paramètres pharmacocinétiques moyens 
au sein de la population de l’étude sont déterminés, ainsi que leur variabilité inter-
individuelle. Ensuite, pour chaque patient, en combinant des informations issues de la 
population (valeurs moyennes et variabilités inter-individuelles) et des informations provenant 
du patient (concentrations plasmatiques, schémas d’administration) les paramètres 
pharmacocinétiques individuels peuvent être déterminés. Enfin, il est aussi possible 
d’identifier les sources de variabilité inter-individuelle des paramètres pharmacocinétiques au 
sein d’une population de patients. Les paramètres susceptibles d’expliquer la variabilité inter-
individuelle sont appelés covariables. 
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2.7.1.1 Détermination des paramètres pharmacocinétiques moyens 
La décroissance des concentrations plasmatiques au cours du temps est analysée comme une 
fonction exponentielle (ou une somme de plusieurs fonctions exponentielles) des paramètres 
pharmacocinétiques C(t) = ƒ (PK) avec C(t) = concentration plasmatique au temps t, PK= 
terme générique pour désigner les paramètres pharmacocinétiques. 
Pour un médicament administré en bolus IV dont l’élimination suit un modèle 
monocompartimental, la décroissance de ses concentrations au cours du temps peut être 
décrite par l’équation suivante : C(t) = C0.е–kt avec k = constante d’élimination du 
compartiment (k = Clairance / Volume de distribution). 
La décroissance des concentrations au cours du temps est ici fonction de la clairance (CL) et 
du volume de distribution (V). 
Pour plus de clarté dans l’exposé, nous ne parlerons que de la clairance d’élimination pour 
désigner l’ensemble des paramètres pharmacocinétiques et nous utiliserons l’expression C(t) 
= ƒ(CL) pour la modélisation des concentrations plasmatiques au cours du temps en fonction 
des paramètres pharmacocinétiques. 
La valeur moyenne de la clairance (TVCL : Typical Value of CLearance) au sein de la 
population est celle qui permet de décrire au mieux l’ensemble des concentrations observées 
(de tous les patients) en fonction du temps. 
La valeur la plus pertinente est celle qui, prise en compte dans l’équation C(t) = ƒ (CL), 
fournit le meilleur ajustement entre les concentrations prédites (PRED) par l’équation et celles 
observées (DV pour « Dependant Variable »). Le logiciel NONMEM, par itérations 
successives, estime l’ajustement entre concentrations observées et concentrations prédites par 
différentes valeurs de CL ; il retient celle qui offre le meilleur ajustement. 
La qualité de l’ajustement entre les concentrations prédites et les concentrations observées sur 
l’ensemble de la population, est estimée par la valeur de la fonction objective (OFV). La 
fonction objective est une valeur qui dépend de la somme des écarts entre toutes les 
concentrations prédites (PRED) et observées (DV) au sein de la population. Plus la valeur de 
la fonction objective est faible, meilleur est l’ajustement. 
2.7.1.2 Modèle d’erreur 
Les modèles d’erreurs décrivent des effets aléatoires qui incluent les variabilités inter-
individuelle (VII) et résiduelles. Lors d’une analyse des données d’une population, le logiciel 
estime la valeur moyenne de la CL ainsi que sa variance (η) au sein de la population. La 
variance de la clairance autour de la valeur moyenne permet de quantifier la variabilité inter-
individuelle de la clairance. 
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Pour l’ajustement des données, le logiciel NONMEM tient compte aussi d’une autre source de 
variabilité, l’erreur résiduelle appelée ε. Il s’agit de l’écart qui subsiste entre les 
concentrations individuelles prédites (IPRED, correspondant aux paramètres 
pharmacocinétiques, attribués par méthode bayésienne, à chaque individu) et les 
concentrations observées. Cette erreur est composée à la fois de la variabilité analytique lors 
de la détermination des concentrations et de l’inadéquation du modèle pharmacocinétique 
utilisé. 
Cette erreur résiduelle peut être codée selon trois modèles : un modèle proportionnel (l’erreur 
résiduelle est proportionnelle à la valeur de la concentration), additive (l’erreur est constante 
quel que soit le niveau de concentration) ou mixte (constitué d’une composante 
proportionnelle et d’une autre additive). 
NONMEM estime cette erreur résiduelle qui, comparée à la variabilité analytique, permet 
d’apprécier l’adéquation du modèle pharmacocinétique structural et de la justesse de 
l’estimation des paramètres pharmacocinétiques. 
2.7.1.3 Détermination des paramètres pharmacocinétiques individuels 
(estimation « Post Hoc ») : méthode bayésienne 
Les valeurs des paramètres pharmacocinétiques des individus de la population se distribuent 
autour de la valeur moyenne de la population selon différents modèles de variabilités inter-
individuelles. Le mode de dispersion le plus « naturel » en biologie est une distribution log 
normale (ou variabilité à coefficient de variation constant) qui s’exprime de manière 
exponentielle : CL= TVCL . е η avec η correspondant à la variabilité inter-individuelle.  
La CL pour un individu i devient : CLi = TVCL . е η i (avec CLi = CL de l’individu i). La 
valeur de TVCL ayant été déterminée lors de la première étape d’analyse, le logiciel 
détermine pour chaque individu, la valeur ηi qui donne la valeur de CLi la plus pertinente, 
c’est à dire qui permet de décrire au mieux la décroissance des concentrations observées chez 
l’individu i. Pour cela, il détermine pour chaque individu la valeur de ηi (compatible avec la 
variabilité interindividuelle de CL observée au sein de la population) pour laquelle l’équation 
C(t)i = ƒ(TVCL . е η i) prédit des concentrations en fonction du temps le plus proche des 
concentrations observées pour cet individu. La valeur ηi retenue est celle qui minimise la 
fonction objective, qui dépend de la somme des écarts entre les PRED et les DV pour 
l’individu i.  
Ainsi, pour déterminer les paramètres pharmacocinétiques d’un individu, la 
pharmacocinétique de population utilise des informations issues de l’individu (concentrations 
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observées) et des informations issues de la population (paramètres moyens et variabilité inter-
individuelle). Cela est possible y compris si le nombre de prélèvements provenant de chaque 
individu est limité. 
2.7.1.4 Identification des paramètres permettant d’expliquer la variabilité 
inter-individuelle des paramètres pharmacocinétiques. 
La variabilité inter-individuelle des paramètres pharmacocinétiques peut s’expliquer par la 
variabilité de certains éléments biologiques, démographiques ou physiopathologiques propres 
à chaque patient. Ces éléments sont appelés covariables (ce sont des variables qui influent sur 
d’autres variables). Il est possible, grâce à la méthodologie NONMEM, d’identifier les 
covariables qui influencent les valeurs des paramètres pharmacocinétiques. 
Pour déterminer si une covariable influence réellement la variabilité d’un paramètre 
pharmacocinétique, l’hypothèse suivante est testée : le paramètre pharmacocinétique prend 
une valeur qui est fonction de la covariable. Pour étudier par exemple l’influence du poids des 
patients sur la clairance d’élimination d’un médicament, il faut tester l’hypothèse selon 
laquelle la valeur typique de la clairance (TVCL) peut s’écrire en fonction du poids selon une 
équation telle que :  
TVCL = θ1 x [Poids / (poids moyen)] θ2 
Avec : 
Poids = poids du patient  
Poids moyen = valeur moyenne du poids dans la population étudiée. 
θ1 = constante estimée par NONMEM, qui constitue la TVCL pour un individu dont 
le poids est égal au poids moyen dans la population 
θ2 = valeur de la puissance appliquée au rapport [Poids/(poids moyen)] qui traduit 
l’influence de la covariable sur la CL. Plus elle diffère de 0, plus la CL est corrélée à la 
covariable. De même, le signe de θ2 renseigne sur le sens de la corrélation entre la covariable 
et la CL : si θ2 est positif, la CL augmente si la covariable augmente, si θ2 est négatif, la CL 
diminue quand la covariable augmente. 
L’hypothèse se vérifie si le calcul de la valeur typique de la clairance en fonction du poids 
attribue, dans l’ensemble, des valeurs plus proches des CL réelles que ne l’est la CL moyenne 
de la population. La valeur de la fonction objective (OFV) est le critère essentiel pour tester 
cette hypothèse. En effet, si les valeurs typiques des CL calculées en fonction d’une 
covariable (modèle avec covariables) sont plus proches des valeurs réelles que ne l’est la 
valeur moyenne (modèle sans covariables), alors les concentrations prédites par un modèle 
avec covariable seront plus proches des concentrations observées que ne le sont les 
 121
concentrations prédites par un modèle sans covariable. La valeur de OFV se trouve alors 
diminuée. La différence de fonction objective suit une loi du χ² avec un degré de liberté qui 
est la différence du nombre de θ estimés. La comparaison de la différence de fonction 
objective à celle indiquée dans la table du χ² permet de juger si la diminution de fonction 
objective est significative ou pas. 
La recherche de covariables s’effectue en deux étapes. 
¾ Chaque covariable est évaluée séparément : elle sera retenue si sa prise en compte fait 
baisser la fonction objective de manière significative (ΔOFV> 3,84 pour α =0,05). 
¾ Evaluation d’un modèle intermédiaire intégrant toutes les covariables pertinentes : Ce 
peut être une association additive du type : 
  TVCL = θ1 x [cov1/ moyenne (cov1)] θ2 x [cov2/ moyenne (cov2)] θ3 x etc… 
¾ Ensuite, la pertinence de chaque covariable est vérifiée par délétion successive de 
chacune. Si la clairance est réellement dépendante d’une covariable, sa délétion du 
modèle intermédiaire entraînera une augmentation significative de OFV (ΔOFV> 6,63, 
α =0,01). Cette étape permet d’éliminer les covariables redondantes. 
2.7.2 Analyse des données de l’étude 
Les données pharmacocinétiques de 42 patients ont été analysées, soit au total 190 
concentrations en erlotinib et 190 concentrations en OSI-420. Les concentrations 
plasmatiques d’erlotinib et de son métabolite ont été analysées à l’aide du programme 
NONMEM selon la méthode dite FOCE (« First Order Conditional Estimate »).  
2.7.2.1 Choix du modèle 
Dans un premier temps, seules les concentrations en erlotinib ont été analysées selon un 
modèle monocompartimental avec une absorption d’ordre 1 (subroutine ADVAN2 TRANS2). 
Ce modèle (M1) est développé dans la figure 18A. L’erreur résiduelle ε a été estimée par un 
modèle proportionnel, c’est-à-dire qu’elle varie en fonction du niveau des concentrations. 
Par la suite, nous avons intégré les données du métabolite et établi un 2ème modèle M2, 
modèle à 3 compartiments (voir figure 18B). Le compartiment 1, qui représente le 
compartiment de dépôt du médicament à partir duquel se fait l’absorption (tube digestif) ; le 
compartiment 2 correspond au compartiment central dans lequel se trouve l’erlotinib et le 
compartiment 3 est le compartiment correspondant au métabolite (OSI-420). Un modèle 
d’erreur proportionnelle a été appliqué à la fois à l’erlotinib et au métabolite avec des valeurs 
spécifiques, respectivement ε1 et ε2 pour chacun d'entre eux.  
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Figure 18A: Modèle monocompartimental avec une absorption d'ordre 1 M1 (ADVAN2 TRANS2) utilisé 
pour l'analyse des données d'erlotinib seul. 
 
 
 
 
 
 
 
 TVCL= θ1 
 CL = TVCL.eη1 
      K = CL / V 
 TVV = θ2 
 V = TVV.eη2 
  
 TVKa= θ3 
 Ka= TVKa.eη3 
 
 TVVm = θ4 
 Vm = TVVm.eη4 
      Km = CLm / Vm 
 TVCLm = θ5 
 CLm = TVCLm.eη5 
 
Figure 18B: Modèle bicompartimental avec une absorption d’ordre 1 (à partir du compartiment de dépôt) 
M2 (ADVAN5) utilisé pour l'analyse des données d'erlotinib et du métabolite. 
Le compartiment 1 correspond au compartiment de dépôt (tube digestif) à partir duquel le médicament est 
absorbé selon une constante d'absorption Ka. K représente la constante de passage entre les compartiments 2 
(erlotinib) et 3 (métabolite), soit la transformation de l'erlotinib en son (ses) métabolite(s). CL = Clairance de 
l'erlotinib. CLm = clairance du métabolite. 
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Tous les paramètres obtenus (CL, V) sont des paramètres apparents, c'est-à-dire qu’il faudrait 
en réalité parler de clairance apparente qui est égale à la clairance divisée par la 
biodisponibilité (CL/F) et faire de même pour tous les autres paramètres car on ne connaît pas 
le coefficient de biodisponibilité (F) de l’erlotinib chez chaque patient. De même, les 
paramètres du métabolite (CLm, Vm) sont « doublement » apparents puisqu’ils dépendent du 
coefficient de biodisponibilité de l’erlotinib et de la fraction d’erlotinib métabolisée en OSI-
420. 
2.7.2.2 Etude des covariables 
Dans le modèle M1, les covariables suivantes ont été évaluées pour l’estimation de la TVCL 
(clairance de l’erlotinib) : 
¾ âge, sexe, poids, créatininémie, clairance à la créatinine (selon l'équation de 
Cockcroft et Gault), bilirubinémie totale, transaminases (ASAT et ALAT), 
phosphatases alcalines, α1-gp sérique, albuminémie, protéinémie totale, la 
fraction libre plasmatique de l'erlotinib, génotype CYP3A5, génotype MDR. 
Nous avons testé la pertinence des covariables suivantes sur V: la fraction libre de l'erlotinib, 
le poids et le taux d'α1-gp. 
Par la suite les covariables significatives sur la clairance de l'erlotinib (CL) et le volume (V) 
du M1 ont été conservées dans M2. 
Dans un deuxième temps, nous avons testé ces mêmes covariables sur la clairance du 
métabolite (CLm). 
Nous avons utilisé une analyse multivariée avec le logiciel STATA™ version 6.0 pour 
confirmer la pertinence de certaines covariables. De plus, cette analyse au moyen du logiciel 
STATA™ est la seule qui a pu être appliquée à l’étude des covariables pour lesquelles des 
données étaient manquantes. En effet, il est impossible de tester une covariable dans 
NONMEM si elle est non renseignée même pour un seul patient. 
2.7.2.3 Obtention des valeurs individuelles 
A l'issu des étapes précédentes, le meilleur modèle M2 incluant les covariables pertinentes a 
été considéré comme le modèle final. Il nous a permis d'obtenir les valeurs individuelles de 
paramètres pharmacocinétiques (CL, CLm, V, Vm, AUC, AUCm qui correspond à l'AUC du 
métabolite). 
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2.8 Etude des relations PK-PD 
Les relations PK-PD entre les valeurs individuelles de paramètres pharmacocinétiques 
et les effets pharmacodynamiques tels que la réponse clinique, la réponse biologique tissulaire 
au niveau tumoral et au niveau du tissu sain et la toxicité, ont été testées avec le logiciel de 
statistiques STATVIEW version 4.5. Les paramètres pharmacocinétiques utilisés ont été les 
suivants : 
- l’AUC de l’erlotinib: AUC 
- l’AUC libre de l’erlotinib (obtenue en multipliant l’AUC par la fraction libre 
mesurée) 
- l’AUC du métabolite: AUCm 
- la somme AUC de l’erlotinib + AUC du métabolite 
- l’AUC cumulée obtenue en multipliant l’AUC (sur 24h) par le nombre de jours de 
traitement. 
- Les concentrations plasmatiques à T1 et résiduelles (T3 ou T5) 
Tous les paramètres concernant le métabolite ont été considérés car le métabolite présente une 
activité qui vient s'ajouter à celle de l'erlotinib. 
Pour les tests statistiques impliquant la réponse clinique et biologique, les corrélations ont été 
testées à partir des données de tous les patients dans un premier temps (n=42) puis seulement 
de ceux ayant eu un traitement complet (n=30). En effet, le groupe de patients non répondeurs 
contient des « vrais » non répondeurs et des patients qui ont arrêté le traitement (et qui, en 
conséquence, ne présentent pas de réponse clinique). Nous avons jugé que pour des tests 
impliquant l'efficacité du médicament, il était nécessaire de ne considérer que les patients 
ayant eu un traitement complet. 
La comparaison de groupes a été réalisée avec des tests paramétriques (test de Student et 
analyse de variance) si les variances étaient homogènes, ce qui a été apprécié par un test de 
Fisher. Dans le cas contraire, nous avons utilisé des tests non paramétriques (test de Mann et 
Whitney). La corrélation entre les grades de toxicité et les AUCs a été évaluée par un test de 
corrélation de Spearman. 
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3 Résultats 
3.1 Caractéristiques des patients 
 Les données cliniques, biologiques et génétiques des patients sont résumées dans le 
tableau 20.  
 Abréviation Moyenne (écart-
type) 
Minimum-
maximum 
Données démographiques et morphologiques 
Age (ans) AGE 55,7 (9,8) 39 - 83 
Poids (kg) BW 73,9 (13,6) 44 - 110 
Sexe (hommes/femmes) SEX 39/3  
Données biologiques 
α1-glycoprotéine acide sérique (g/L) AGP 1,03 (0,417) 0,55 - 2,3 
Albumine sérique (g/L) ALB 37,7 (3,9) 30 - 45 
Protéinémie totale (g/L) PROT 70,4 (6,4) 53 - 84 
Créatininémie (µmol/L) SCR 76,3 (12,0) 56 - 114 
Clairance de la créatinine† (mL/min) CLCR 100 (26) 50 - 173 
Bilirubinémie totale (µmol/L) BILI 11,4 (4,7) 5,7 - 27 
ASAT (UI/L) ASAT 23,8 (16,1) 11 - 81 
ALAT (UI/L) ALAT 27,4 (17,4) 9 - 86 
Phosphatases alcalines (UI/L) PAL 81,3 (25,1) 42 - 165 
Données génétiques 
MDR exon 21 – G2677T (S / H / M)* G2677T 15 / 23 / 4  
MDR exon 21 – G2677A (S / H / M)* G2677A 42 / 0 / 0  
MDR exon 26 – C3435T (S / H / M)* C3435T 10 / 22 / 10  
CYP3A5 (*3/*3 / *1/*3) CYP 38 / 4  
Autres 
Tabagisme (F/NF/NR)¶ TAB 23 / 15 / 4  
Tableau 20: Résumé des caractéristiques des patients de l'étude (n=42). 
† : Calculée selon l'équation de Cockcroft et Gault 
¶ : F : fumeur. NF :non-fumeur. NR: Non Renseigné 
*: S= homozygote sauvage, H=hétérozygote, M=homozygote muté 
 
3.1.1 Génotype MDR 
Les 3 polymorphismes ont été recherchés au niveau de l'ADN génomique et tumoral pour 
chaque patient. Les résultats étaient identiques entre les deux tissus, c'est pourquoi nous ne 
montrerons qu'un seul génotype par patient. Pour le polymorphisme G2677T, 15 (35%) 
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patients ont présenté un génotype homozygote sauvage G/G, 23 (55%) un génotype 
hétérozygote G/T et 4 (10%) un génotype homozygote muté T/T. Ces fréquences ont été 
comparées aux fréquences déjà publiées dans la population caucasienne [42] par un test de 
Chi-deux : il n’y a pas de différence significative. 
3.1.2 Génotype CYP3A5 
Le génotype du CYP3A5 a pu être déterminé pour tous les patients. Aucun patient n’a 
présenté le génotype *1/*1 et seulement 4 ont présenté le génotype hétérozygote *1/*3, 
l’allèle *1 étant l’allèle permettant d’avoir la protéine CYP3A5. La fréquence de l’allèle *3 
est donc de 95,2% ce qui ne diffère pas des fréquences observés dans des populations 
caucasiennes [95;197]. 
Les profils d’amplification en PCR quantitative spécifique d’allèle sont présentés en figure 
19. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19 : Profils d’amplification du génotype homozygote *3/*3 (A) et du génotype hétérozygote *1/*3 
(B). 
 
Mix *3 = 3A5*3 + 3A5-C
Mix *1 = 3A5*1 + 3A5-C 
Mix *3 = 3A5*3 + 3A5-C
Mix *1 = 3A5*1 + 3A5-C
A 
B 
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Prélèvement 
Temps (moyen) 
après la 
dernière prise 
Nombre de 
patients (N) 
Moyenne (écart-type) en 
ng/ml 
Minimum – maximum en 
ng/ml 
T1 2h 42 832,4 (408,0) 66,5 – 1610,0 
T2 7h 42 645,9 (256,3) 34,1 – 1230,0 
T3 
t < 24h 
t ≈ 24h 
t > 24h 
 
4,5h 
24,8h 
96,9h 
37 
14 
19 
4 
 
1367,1 (768,1) 
653,4 (503,3) 
275,3 (316,8) 
 
251,0 – 2860,0 
13,5 – 1890,0 
0,0 – 590,0 
T4 
t < 8h 
t ≈ 8h 
t > 8h 
 
1h 
7,7h 
120,6h 
37 
1 
24 
12 
 
437,0 
1100,8 (686,2) 
159,6 (341,3) 
 
 
145,0 – 2530,0 
0,0 – 1160,0 
T5 
t ≈ 24h 
t > 24h 
 
23,3h 
117,3h 
35 
24 
11 
 
670,7 (703,7) 
144,9 (303,6) 
 
4,5 – 2570,0 
0,0– 1030,0 
Fraction libre de l'erlotinib  42 
Fu moyen  en % (écart-type)
3,82 % (0,8) 
Minimum-maximum en % 
1,9 - 5,4 
Tableau 21A: Tableau récapitulatif des concentrations en erlotinib déterminés aux différents temps de 
prélèvements. 
Pour les prélèvements T3, T4 et T5, les problèmes de compliance aboutissent à des résultats très hétérogènes, 
c'est pourquoi les concentrations moyennes ont été calculées en 3 sous groupes: temps< temps théorique, temps 
≈ temps théorique et temps > temps théorique. 
 
Prélèvement 
Temps (moyen) 
après la 
dernière prise 
Nombre de 
patients (N) 
Moyenne (écart-type) en 
ng/ml 
Minimum – maximum en 
ng/ml 
T1 2h 42 63,4 (41,7) 3,2 – 202,0 
T2 7h 42 51,4 (34,1) 3,4 - 210 
T3 
t < 24h 
t ≈ 24h 
t > 24h 
 
4,5h 
24,8h 
96,9h 
37 
14 
19 
4 
 
109,1 (87,8) 
59,1 (57,3) 
34,3 (47,1) 
 
15,1 – 381,0 
2,1 – 183,0 
0,0 - 99,9 
T4 
t < 8h 
t ≈ 8h 
t > 8h 
 
1h 
7,7h 
120,6h 
37 
1 
24 
12 
 
36,2 
95,4 (72,8) 
11,2 (26,9) 
 
 
7,8 – 254,0 
0,0 - 93,6 
T5 
t ≈ 24h 
t > 24h 
 
23,3h 
117,3h 
35 
24 
11 
 
55,3 (67,0) 
8,9 (21,1) 
 
0,0 – 213,0 
0,0 – 71,6 
 
Tableau 21B: Tableau récapitulatif des concentrations en OSI-420 (métabolite principal) déterminées aux 
différents temps de prélèvements. 
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3.1.3 Données pharmacocinétiques 
Les concentrations moyennes en erlotinib et en métabolite ainsi les résultats de fraction libre 
sont résumés dans les tableaux 21A et 21B. 
3.2 Analyse pharmacocinétique 
3.2.1  Analyse des données d’erlotinib  
L’analyse des données d’erlotinib seul a montré que les données étaient bien ajustées par le 
modèle M1 à condition de fixer la valeur moyenne de la constante de vitesse d'absorption 
(TVKa). Pour cela, nous avons utilisé la valeur obtenue par Lu et al. [116] dans une étude de 
population regroupant les données de 591 patients traités par de l’erlotinib en monothérapie. 
Dans cette analyse la valeur typique du Ka était égale à 0,949 h-1. 
L’erreur résiduelle de cette analyse était de 32,7%. 
L’adéquation du modèle peut être jugée par la qualité de l’ajustement entre les concentrations 
prédites et observées qui est représentée dans la Figure 20A pour les données plasmatiques. 
Les points matérialisés ( ) représentent les concentrations observées en fonction des 
concentrations moyennes prédites (PRED). La répartition uniforme des concentrations 
observées autour des valeurs moyennes permet de dire que le modèle ne présente pas de biais, 
il ne surestime pas systématiquement certaines valeurs de concentrations ni n’en sous estime 
pas systématiquement d’autres. Les ( ) représentent les concentrations observées en fonction 
des concentrations individuelles prédites par le modèle (IPRED). L’étroite corrélation entre 
les concentrations prédites individuelles et celles observées est matérialisée par la droite de 
régression qui est assez proche de la droite d’identité y=x. Nous pouvons en conclure que les 
paramètres pharmacocinétiques individuels estimés sont très proches des paramètres réels. 
Parmi les covariables testées pour améliorer la prédiction de la clairance, quatre ont été 
retenues : l’âge, les taux d’ALAT, d’ASAT et de PAL (phosphatases alcalines), ces trois 
derniers étant des marqueurs hépatiques. Ces quatre covariables ont été intégrées dans le 
modèle puis les variables redondantes ont été éliminées par délétion successive de chaque 
covariable. Ainsi, ALAT, ASAT et PAL, apportant la même information, étaient redondantes 
c’est-à-dire que la fonction objective (OFV) n’augmentait pas significativement lors de la 
délétion de chacune de ces covariables. Parmi ces trois covariables « hépatiques », c’est 
ALAT qui a été retenue avec l’âge dans le modèle final pour décrire la clairance. 
L’addition du poids pour prédire le volume de distribution V a permis de diminuer l’OFV 
ainsi que la variabilité interindividuelle (VII) associée au volume donc nous l’avons gardé 
dans le modèle final.
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Figure 20 : Ajustement des concentrations prédites de l’erlotinib par le modèle M1 sans covariables (A) et 
avec covariables (B). 
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Les équations correspondant au modèle final sont les suivantes : 
TVCL= θ1x (AGE/56)θ4 x (ALAT/27) θ5 
TVV= θ2 x (BW/74) θ6 
Avec θ1=5,33 (± 0,81), θ2=156 (± 25), θ4= -1,87 (± 0,95), θ5= -0,619 (± 0,22)  
θ6=0,667 (± 0,49). Les valeurs entre parenthèses correspondent à l’intervalle de confiance à 
95%. 
La prise en compte des covariables à la fois sur la clairance et sur le volume a permis de faire 
diminuer les VII de 59% à 52% pour la clairance et de 42% à 21% pour le volume. On voit 
sur la figure 20B que l’ajustement des concentrations prédites moyennes (PRED) est 
largement amélioré par la prise en compte des covariables puisque le coefficient de 
détermination de la régression sur les PRED passe de 0,12 à 0,31. Les IPRED, en revanche, 
ne sont pas modifiés. Ceci s’explique par le fait que les covariables sont considérées pour le 
calcul des paramètres moyens (TVCL) dont dépendent directement les PRED. L’erreur 
résiduelle de cette analyse avec covariables était de 32,1%. 
3.2.2 Analyse des données d’erlotinib et du métabolite  
Les données d’erlotinib et de son métabolite ont été analysées avec le modèle M2. En raison 
des résultats obtenus avec le modèle M1, nous avons conservé les covariables du modèle final 
M1 dans le modèle M2, c’est à dire l’âge et ALAT pour prédire la clairance de l’erlotinib (CL 
dans M2) et le poids pour le volume V. Les erreurs résiduelles de cette analyse sans 
covariables sur CLm (clairance du métabolite), étaient de 27,3% pour les concentrations 
d’erlotinib et de 46,4% pour le métabolite et les variabilités interindividuelles associées aux 
paramètres sont présentés dans la partie centrale du tableau 22. 
Par la suite, nous avons testé les covariables sur CLm. Cinq covariables étaient 
individuellement significatives : l’âge, le poids, ALAT, ASAT et PAL. Trois ont finalement 
été retenues dans le modèle final pour prédire la CLm : le taux d’ALAT, l’âge et le poids, 
après élimination de ASAT et PAL qui étaient redondantes avec ALAT. 
Les différents modèles sont résumés dans le tableau 22. La 1ère ligne du tableau correspond au 
modèle final avec les covariables sur CLm. La 2ème ligne correspond au modèle sans 
covariables sur CLm. Les lignes 3, 4 et 5 du tableau correspond aux modèles intermédiaires 
obtenus par délétions successives d’une covariable. Le fait que l’OFV augmente 
significativement lors de chaque délétion prouve que les covariables ne sont pas redondantes 
et nécessitent d’être conservées dans le modèle final. 
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Figure 21 : Ajustement des concentrations du métabolite selon le modèle M2.  
A : ajustement des concentrations du métabolite avec le modèle M2 sans covariables sur CLm. B : ajustement 
des concentrations du métabolite avec le modèle M2 avec covariables sur CLm. 
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Modèle Valeur des coefficients (± IC95%) CV (%) ΔOFV p 
   Modèle final avec covariables sur CLm 
TVCL= θ1x (ALAT/27) θ6 
(AGE/56)θ7  
TVV= θ2 x (BW/74) θ8 
TVCLm=θ5x (ALAT/27)θ9 x 
(AGE/56)θ10 x (BW/74)θ11 
TVVm=θ4 
θ1=4,60 (± 1,18) θ2=176 (± 44)
θ4=20,2 (±13) θ5=78,2 (± 18,3)
θ6= -0,62 (± 0,23)  
θ7= -2,28 (± 1,11) 
θ8=0,65 (± 0,48) 
θ9= -0,55 (± 0,29)  
θ10= -1,90 (± 1,26)  
θ11=0,88 (± 0,72) 
CV (CL) = 56% 
CV (V) = 38% 
CV (CLm) = 58% 
  
   Modèle sans covariables sur CLm 
TVCL= θ1x (ALAT/27) θ6 
(AGE/56)θ7  
TVV= θ2 x (BW/74) θ8 
TVCLm=θ5 
TVVm=θ4 
θ1=4,61   θ2=188  θ4=17,6 
θ5=83,8   θ6= -0,58   θ7= -1,85 
θ8=0,81 
CV (CL) = 52% 
CV (V) = 41% 
CV (CLm) = 67% 
+52,5 <0,001 
   Modèles intermédiaires 
TVCLm= θ5x (ALAT/27)θ9 x 
(AGE/56)θ10 θ5=75,4  θ9= -0,59  θ10= -2,14 CV (CLm) = 60% +14,9* <0,001 
TVCLm= θ5x (ALAT/27)θ9 x 
(BW/74)θ10 θ5=81,4  θ9= -0,39  θ10= -0,99 CV (CLm) = 61% +18,2* <0,001 
TVCLm= θ5x (AGE/56)θ9 x 
(BW/74)θ10 θ5=83,6    θ9= -1,42    θ10= 1 CV (CLm) = 62% +20,8* <0,001 
 
Tableau 22 : Modèle final avec covariables sur CLm, sans covariables sur Clm et modèles intermédiaires 
obtenus par délétion successive de chaque covariable du modèle final. 
L’équation permettant de prédire la CL est la même dans tous les modèles, seule l’expression de Clm (en bleu) 
est différente entre chaque modèle. Les coefficients de variation (CV) correspondent aux variabilités 
interindividuelles associées aux paramètres pharmacocinétiques. ΔOFV représente l’augmentation de la fonction 
objective lors de la délétion de la (des) covariable(s) concernée(s) et la valeur de p renvoie le niveau de 
significativité de cette augmentation. 
* : ce ΔOFV et la valeur p associée correspondent à la déletion d’une covariable sur CLm à partir du modèle 
final. 
 
La prise en compte des covariables a permis de diminuer la fonction objective et la VII de 
CLm d’environ 10%. Bien qu'en terme d’ajustement des données, l’addition des covariables 
n’améliore pas nettement la prédiction des concentrations moyennes et individuelles de 
l'erlotinib (résultats non présentés), on remarque tout de même que l’ajustement des 
concentrations moyennes du métabolite est nettement amélioré par le modèle avec covariables 
sur CLm (figure 21A et 21B) puisque le coefficient de détermination r2 sur les PRED du 
métabolite passe de 10% à 28%. Pour toutes ces raisons, nous avons conservé ce modèle avec 
covariables comme modèle final.
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Figure 22: Profils des concentrations observées (DV) et prédites (PRED) de l'erlotinib et du métabolite 
(MTB) en fonction du temps à J1, J15 et J(chir). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23: Distribution des clairances et des AUCs de l'erlotinib en fonction du statut de tabagisme. 
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Des graphiques diagnostiques de ce modèle final sont présentés en annexe 1 pour les 
concentrations d'erlotinib et en annexe 2 pour les concentrations en métabolite. 
La figure 23 illustre la prédiction des concentrations d'erlotinib et du métabolite par le modèle 
final. 
En complément de l’analyse des covariables avec NONMEM, nous avons réalisé une analyse 
multivariée visant à confirmer les corrélations entre les covariables et la clairance de 
l’erlotinib. Pour cette analyse, nous avons choisi de prendre les valeurs individuelles de 
clairance déterminées à partir d’une analyse sans covariables afin d’éviter un biais dans 
l’analyse. Les covariables ALAT et l’âge étaient significativement corrélées à la clairance de 
l’erlotinib. 
Le tabagisme est aussi apparu comme une variable corrélée à la clairance. Nous n’avions pas 
pu inclure le tabagisme dans l’étude des covariables avec NONMEM en raison de données 
manquantes pour certains patients. En analyse univariée, les patients fumeurs ont présenté une 
clairance de l’erlotinib significativement plus élevée que les non-fumeurs (9,53 L/h versus 
5,18 L/h, p=0,010) et donc également une AUC en erlotinib plus faible (21,74 mg.h/L versus 
33,27 mg.h/L, p= 0,012) comme le montre la figure 23.  
En ce qui concerne les paramètres du métabolite, la tendance a été la même c'est à dire que les 
patients fumeurs ont une clairance du métabolite plus élevée que les non-fumeurs (119,5 
versus 74,1 L/h, p=0,035) et une AUC en métabolite plus faible (1,77 mg.h/L versus 2,93 
mg.h/L, p=0,035). Le métabolite étant actif, les patients fumeurs présentent une AUC en 
substance active (AUC+AUCm) significativement plus faible que les patients non-fumeurs. 
En revanche les génotypes MDR et CYP3A5 ne sont pas des variables significatives. 
 
3.2.3 Paramètres pharmacocinétiques individuels 
L’analyse des données d’erlotinib et du métabolite selon le modèle final de covariables 
(tableau 22) a permis de générer pour chaque patient les paramètres pharmacocinétiques 
suivants : 
 La clairance de l’erlotinib (CL) 
 La clairance du métabolite (Clm) 
 L’aire sous la courbe (AUC) de l’erlotinib (AUC) et du métabolite (AUCm) 
 Le volume de distribution de l’erlotinib V 
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 Le volume de distribution du métabolite Vm 
Les valeurs moyennes de ces paramètres sont résumées dans le tableau 23. 
Paramètre Abréviation Moyenne (écart-type) Minimum - maximum 
Clairance de l’erlotinib  
en L/h CL 7,71 (4,91) 2,18 – 23,98 
AUC de l’erlotinib  
en mg.h/L AUC 26,7 (14,5) 5,55 – 62,8 
AUC libre de l’erlotinib 
en mg.h/L AUC-libre 1,03 (0,61) 0,17 – 2,71 
Volume de distribution  
de l’erlotinib en L V 158 (51) 68 – 320 
Demi-vie de l’erlotinib  
en h T1/2 20,3 (13,4) 2,91 – 63,5 
Clairance du métabolite 
en L/h CLm 102 (60) 15,5 – 266 
AUC du métabolite  
en mg.h/L AUCm 2,20 (1,73) 0,38 – 9,65 
Volume de distribution  
du métabolite en L Vm 20,2 (0)*  
 
Tableau 23 : Paramètres pharmacocinétiques des patients de l’étude déterminés selon le modèle final. 
* : Aucune variabilité inter-individuelle n'a pu être estimée pour Vm. 
 
 
3.3 Relations PK-PD 
Les résultats des tests statistiques effectués pour évaluer les relations PK-PD sont résumés 
dans le tableau 24. 
3.3.1 Exposition à l’erlotinib et réponse clinique 
Nous n’avons pas mis en évidence de corrélation entre le niveau d’exposition au médicament 
(représenté par l’AUC, l’AUC libre, la somme AUC+AUCm) et la réponse au traitement. Si 
l’on considère tous les patients (n=42), les répondeurs et non répondeurs ont des AUC 
moyennes similaires. Les niveaux de concentrations à T1 (qui équivaut au Cmax) et 
résiduelles ont été comparés entre les patients répondeurs et non répondeurs. Les patients 
répondeurs présentent un Cmax plus élevé que les non répondeurs (1010,8 ng/ml versus 761,0 
ng/ml) mais cette tendance n’est pas significative (p=0,073). En revanche, il n’y a pas de 
différence entre les 2 groupes pour les concentrations résiduelles. 
Si on sélectionne les patients ayant suivi un traitement complet (c'est-à-dire ceux pour qui 
l’absence de réponse clinique ne peut être imputée à un arrêt trop rapide du traitement), les 
niveaux d’exposition sont plus élevés chez les patients répondeurs mais cette tendance n’est 
pas significative (voir tableau 24).
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Effet pharmacodynamique AUC en 
mg.h/L p 
AUC-
libre en 
mg.h/L p 
AUC 
+AUCm 
en mg.h/L p 
REPONSE CLINIQUE       
Tous les patients 
12 répondeurs…………….. 
30 non répondeurs………... 
Patients ayant eu un traitement 
complet 
12 répondeurs…………….. 
18 non répondeurs………... 
 
26,6 
26,7 
 
 
26,6 
22,6 
 
NS 
 
 
 
NS 
 
1,075 
1,008 
 
 
1,075 
0,804 
 
NS 
 
 
 
NS 
 
28,6 
29,0 
 
 
28,6 
24,3 
 
NS 
 
 
 
NS 
REPONSE BIOLOGIQUE* 
Patients ayant eu un traitement 
complet 
 pEGFR  
10 répondeurs…………….. 
13 non répondeurs………... 
 pTyr 
10 répondeurs…………….. 
13 non répondeurs………... 
 pERK 
18 répondeurs…………….. 
10 non répondeurs………... 
 p27 
12 répondeurs………….…. 
16 non répondeurs………... 
 pAkt 
11 répondeurs…………….. 
12 non répondeurs………... 
 
 
 
22,7 
23,0 
 
18,9 
28,0 
 
20,6 
27,6 
 
23,2 
23,1 
 
26,5 
19,5 
 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
 
0,835 
0,977 
 
0,742 
1,141 
 
0,770 
1,137 
 
0,939 
0,872 
 
0,982 
0,854 
 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
 
24,4 
24,7 
 
20,5 
29,9 
 
22,2 
29,9 
 
25,0 
24,9 
 
28,6 
20,9 
 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
NS 
 
 
NS 
TOXICITE 
Tous les patients 
Grade 0 : 5 patients……….. 
Grade 1 : 20 patients……… 
Grade 2 : 10 patients……… 
Grade 3 : 7 patients……….. 
 
Grade 0-1 vs 2-3 
0 - 1 : 25 patients…………. 
2 – 3 : 17 patients………… 
 
12,8 
25,4 
31,8 
32,8 
 
 
22,9 
32,2 
 
 
0,002¶ 
 
 
 
 
0,038g 
 
0,48 
0,96 
1,236 
1,322 
 
 
0,861 
1,271 
 
 
0,002¶ 
 
 
 
 
0,032g 
 
13,9 
27,5 
34,9 
35,0 
 
 
24,7 
34,9 
 
 
0,002¶ 
 
 
 
 
0,038g 
 
Tableau 24 : Résumé des relations PK-PD entre l’exposition au médicament et les effets 
pharmacodynamiques tels que la réponse clinique, la réponse biologique ou tissulaire et la toxicité. 
* : les patients ont été considérés comme répondeurs biologiques lorsque la protéine a diminué sous l’effet du 
traitement (pour pEGFR, pTyr, pERK et AKT) ou augmenté (pour p27). 
¶ : le grade a été considéré comme une variable continue et la corrélation entre le grade et les AUCs a été testée 
par un test non paramétrique de corrélation de Spearman. g : Test de Student. 
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3.3.2 Exposition à l’erlotinib et réponse biologique 
La réponse biologique a pu être codée de deux manières. D’un point de vue quantitatif, nous 
avons calculé la diminution ou l’augmentation du score IRS entre avant et après traitement et, 
d’un point de vue qualitatif, la modification du score dans le sens attendu (augmentation ou 
diminution) a permis de classer les patients en répondeurs ou non répondeurs. Seule la 
réponse biologique qualitative est résumée dans le tableau mais la réponse biologique 
quantitative a aussi fait l’objet de tests statistiques. Aucune corrélation significative n’a pu 
être mise en évidence entre le niveau d’exposition au médicament et la modification de 
l’expression des protéines du signal EGFR. Nous avons aussi considéré cette réponse 
biologique dans le tissu normal et les résultats, bien que différents (c’est à dire que pour un 
patient donné, la réponse biologique tumorale est différente de la réponse biologique du tissu 
normal) ne mettent pas en évidence une corrélation entre l’AUC et la réponse biologique. 
3.3.3 Exposition à l’erlotinib et toxicité 
Il existe un lien entre le niveau d’exposition au médicament du patient et l’apparition d’une 
toxicité puisque les patients ayant présenté des grades 2 et 3 de toxicité cutanée ont une AUC 
moyenne plus élevée que les patients ayant des grades 0 et 1 (p=0,038). Par ailleurs, si l’on 
considère le grade de toxicité comme une variable continue, il existe une corrélation positive 
entre le grade et l’AUC (corrélation de Spearman). Cependant comme le montre la figure 24, 
la dispersion des données d’AUC est grande au sein d’un même grade et on observe un 
chevauchement important des intervalles, notamment pour les grades 1, 2 et 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24 : Graphe en boîtes des AUC de l’erlotinib en fonction du grade de toxicité cutanée. 
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4 Discussion 
 Le modèle pharmacocinétique monocompartimental avec absorption d’ordre 1 (M1) 
utilisé pour l’analyse des données plasmatiques d’erlotinib a permis de décrire 
convenablement la décroissance des concentrations observées. Nous avons noté une grande 
variabilité inter-individuelle des paramètres pharmacocinétiques de l’erlotinib (59% pour la 
clairance, 42% pour le volume de distribution). La prise en compte des covariables n’a permis 
d’en expliquer qu’une faible partie (moins de 10%). Parmi les covariables considérées, l’âge 
et le taux d’ALAT ont été retenus comme étant pertinents pour prédire la clairance de 
l’erlotinib. Les patients plus âgés ont une clairance plus faible et donc une AUC plus 
importante. Il en est de même pour le taux d’ALAT, qui est un marqueur de la fonction 
hépatique. En cas de fonction hépatique altérée (ALAT augmentée), la clairance de l’erlotinib 
diminue car son métabolisme est hépatique. Ce résultat corrobore les conclusions récemment 
publiées par Miller et al [129] où plusieurs cohortes de patients (insuffisants hépatiques, 
insuffisants rénaux) ont reçu différentes doses d’erlotinib. Les patients à fonction hépatique 
diminuée ont montré une clairance de l’erlotinib plus faible que les patients dont les fonctions 
hépatique et rénale sont normales. En revanche, dans leur étude ainsi que dans la notre, 
l’altération de la fonction rénale n’a pas d’impact sur l’élimination de l’erlotinib. 
Ces covariables (âge et ALAT) ne sont pas les mêmes que celles précédemment identifiées 
par Lu et al [116] dans une analyse de population incluant 591 patients traités en 
monothérapie par de l’erlotinib pour différentes tumeurs solides. Dans leur étude, l’α1-
glycoprotéine, la bilirubinémie totale et le fait d'être fumeur étaient les covariables les plus 
significatives. En effet, pour les médicaments majoritairement éliminés par métabolisme 
hépatique comme l’erlotinib, la clairance d’élimination dépend de la fraction libre et des 
capacités métaboliques du foie. Nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre la clairance et 
le taux d’α1-glycoprotéine ou la fraction libre d’erlotinib. Il est possible qu’au sein de notre 
population de patients, ces variables n’aient pas présenté une variabilité interindividuelle 
assez importante pour démontrer un impact sur la clairance. Par ailleurs, le taux d’α1-
glycoprotéine moyen de notre étude est plus faible que celui de l’étude de Lu et al où les 
patients inclus étaient traités pour des cancers en récidive donc vraisemblablement dans un 
état général plus altéré et/ou avec des signes inflammatoires plus marqués (qui se traduit par 
une augmentation, entre autre, de l’α1-glycoprotéine). En ce qui concerne la bilirubine, ils 
n’apportent pas vraiment d’hypothèses sur la corrélation entre l’augmentation de la 
bilirubinémie totale et la diminution de la clairance mais il semble que cette augmentation 
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puisse être le reflet d’une fonction hépatique altérée et qui entraîne en conséquence, une 
diminution de la clairance. 
Nous avons aussi identifié le statut fumeur/non-fumeur comme une variable dont la clairance 
est dépendante. Les patients fumeurs présentent une clairance de l’erlotinib plus élevée et une 
AUC plus faible que les patients non-fumeurs. Cela avait été aussi montré par Hamilton et al. 
[82] par une approche plus conventionnelle. Ceci s’explique par l’induction des CYP450 par 
le tabac et plus précisément par les CYP1A1 et 1A2. Ces enzymes participent pour une partie 
au métabolisme de l’erlotinib et leur induction par le tabac a des répercussions notables en 
terme d’augmentation de la clairance avec un risque de sous-exposition des patients. 
Cependant, on devrait s'attendre à avoir une AUC en métabolite plus grande chez les fumeurs 
puisque leur clairance de l'erlotinib est plus élevée. Au contraire le métabolite suit une 
tendance comparable à l'erlotinib et présentent une AUC plus faible chez les fumeurs qui 
s'accompagne d'une clairance de métabolite plus élevée. Cette même tendance avait été 
décrite par les auteurs précédents [82]. En réalité, le métabolite OSI-420 que nous avons dosé 
subit à son tour un métabolisme par les CYP450 qui se traduit par une augmentation de sa 
clairance chez les fumeurs. Ce métabolite étant actif, les patients non-fumeurs sont nettement 
plus exposés à des substances actives (erlotinib + métabolites actifs) que les patients fumeurs. 
Actuellement, le statut fumeur/non-fumeur ne fait pas l’œuvre d’adaptation de posologie, 
cependant le nombre croissant d’études prouvant une sous-exposition pourraient remettre en 
question les recommandations actuelles. Cependant l’absence d’arguments forts pour une 
relation entre l’exposition et l’efficacité contribue à ne pas modifier la posologie des fumeurs. 
La modélisation des concentrations plasmatiques de l’erlotinib et de son métabolite (modèle 
M2) selon une approche de pharmacocinétique de population a permis de déterminer les 
paramètres pharmacocinétiques individuels de l’erlotinib chez les patients de l’étude à partir 
d’un nombre limité de prélèvements (six par patient). Les valeurs des paramètres 
pharmacocinétiques que nous avons obtenues (CL moyenne de 7,7 L/h, volume de 
distribution moyen de 158 L et T1/2 de 20 h) sont comparables avec celles précédemment 
reportées [87]. 
La prise en compte du taux d’ALAT, du poids et de l’âge pour l’expression de la clairance du 
métabolite a permis d’améliorer l’ajustement des concentrations prédites (PRED) du 
métabolite et sont donc pertinents pour décrire l’élimination du métabolite. Le métabolite 
considéré, l’OSI-420 peut être, à son tour, métabolisé par les CYP450 [113] ou éliminé dans 
la bile ou dans les urines. L’âge et le taux d’ALAT sont logiquement significatifs comme ils 
l’étaient pour la clairance de l’erlotinib, le poids est corrélé positivement à la clairance, c'est-
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à-dire que les patients les plus corpulents semblent avoir une meilleure élimination hépatique 
et rénale. 
La bibliographie, en ce qui concerne les relations PK/PD des inhibiteurs de tyrosine kinase, 
est relativement contradictoire. Plusieurs études ont montré que la sévérité de la toxicité était 
corrélée à l’exposition du médicament [87;116]. Nos résultats confirment que le grade de 
toxicité cutané est corrélé à l’exposition au médicament, mesurée par l’AUC, malgré un 
chevauchement important des valeurs d’AUC entre les différents grades. 
En revanche, nous n’avons pas pu établir de relations PK/PD pour l’efficacité du médicament. 
La réponse clinique n’est pas dépendante du niveau d’exposition qu’il soit mesuré par l’AUC 
ou les niveaux de concentrations résiduelles. Des résultats de phase II [181] suggèrent que les 
patients ayant des concentrations plasmatiques en erlotinib et en métabolite plus élevées ont 
une meilleure survie. Cette corrélation exposition-réponse clinique n’est pas retrouvée dans 
d’autres études [87]. Au niveau tumoral, la réponse biologique qui se traduit par la 
modification attendue de l’expression des protéines du signal EGFR, n’est pas non plus 
corrélée aux AUCs. Il semble donc que des mécanismes cellulaires plus complexes que la 
seule quantité de médicament capable de se fixer au récepteur, soient impliqués dans la 
réponse tumorale à l’erlotinib. Nous avons considéré la réponse biologique au niveau du tissu 
normal et bien que différents de la tumeur, les résultats ne sont pas en faveur d’une corrélation 
entre l’exposition et la réponse cellulaire. On peut donc s’interroger sur l’existence du lien 
entre l’exposition et la toxicité cutanée. Quelles sont les modifications cellulaires 
responsables de la toxicité cutanée et pourquoi ne les observe-t-on pas dans le tissu normal ? 
Il est possible que le tissu normal à partir duquel nous avons travaillé ne soit pas représentatif 
de la peau, qui est le siège de la toxicité. En effet, les biopsies de tissu normal ont été 
majoritairement prélevées au niveau de la muqueuse saine adjacente à la tumeur et non au 
niveau cutané. Afin d’identifier des marqueurs pharmacodynamiques permettant de prédire la 
réponse clinique, Malik et al. [120] ont étudié la modification de l’expression des protéines du 
signal EGFR en présence de doses croissantes d’erlotinib. Seule l’augmentation de p27 était 
dose-dépendante mais pas concentration-dépendante. Tan et al. [188] ont montré que des 
concentrations à l’équilibre élevées étaient corrélées à une diminution de la prolifération 
(mesurée par l’expression de Ki67) dans la peau mais pas dans la tumeur ce qui suggère que 
les cellules normales et tumorales se comportent différemment sous l’effet du médicament. 
Les liens entre l’exposition au médicament, la toxicité, la réponse cellulaire et la réponse 
clinique sont loin d’être évidents et méritent d’être évalués dans d’autres études incluant un 
nombre plus important de patients. 
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De plus, l’apparition ou la sévérité de la toxicité n’ont pas permis de prédire la réponse 
clinique. Certaines études ont montré que l’apparition et la sévérité du rash cutané étaient 
associés à une meilleure survie [147;179]. Nous ne disposons pas de données de survie ou de 
temps jusqu’à progression qui étaient les critères corrélés à la toxicité dans ces différentes 
études, notre étude n’étant pas adaptée à ce type d’évaluation.  
En conclusion, nous avons confirmé que le statut fumeur/non-fumeur et l’altération de la 
fonction hépatique modifiaient l’exposition des patients au médicament. L’âge est apparu 
comme une covariable pertinente pour prédire la clairance de l’erlotinib. Les relations PK-PD 
ont montré une corrélation entre l’AUC et le grade de toxicité mais l’efficacité du 
médicament ne semble pas liée à l’exposition et relève de mécanismes plus complexes. 
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 PARTIE III 
ANALYSE D’EXPRESSION GENOMIQUE TUMORALE PAR 
PUCES A ADN 
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1 But de l’étude 
Les puces à ADN (DNA microarrays) constituent aujourd’hui un outil performant 
permettant d’étudier simultanément l’expression (sous forme d’ARN messagers) de milliers 
de gènes. Elles ne sont pas encore utilisées en routine comme test diagnostique, notamment en 
raison de leur coût élevé et de la complexité d’interprétation des résultats rendus, cependant 
elles constituent une première approche d’étude de l’expression génomique à grande échelle. 
Ces systèmes sont souvent utilisés pour comparer l’expression des gènes dans 2 conditions 
(traité/non traité, tissu tumoral/tissu normal…) afin d’identifier une « signature génétique » 
contenant un nombre limité de gènes que l’on peut étudier par la suite par d’autres techniques 
quantitatives. 
Cependant, la validité des résultats dépend largement de la qualité des ARN et donc de la 
préparation des échantillons auxquels les tests sont appliqués. 
Le déroulement de notre étude nous a permis de réaliser des biopsies tumorales et de les 
congeler rapidement au bloc opératoire dans de l’azote liquide ce qui limite la dégradation des 
ARN. La bonne qualité des ARN ainsi obtenus nous a permis d’envisager une étude 
d’expression génomique par puces à ADN Affymetrix™. 
Ce projet a pour vocation de répondre à deux questions. La première s’inscrit dans la 
recherche de marqueurs prédictifs de la réponse à l’erlotinib permettant de sélectionner les 
patients pouvant bénéficier de ce traitement avant qu’ils ne le débutent. Autrement dit, existe-
t-il, dans la tumeur avant traitement, des gènes dont l’expression diffère entre les patients qui 
vont répondre au traitement et les « non répondeurs »? A l’heure actuelle, concernant 
l’erlotinib, une seule étude a utilisé cette technologie pour répondre à cette question dans le 
cancer du poumon [208]. Cependant, les profils d’expression ont été étudiés sur des lignées 
cellulaires de poumon. Ils ont permis d’impliquer des gènes de la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) dans la réponse à l’erlotinib. Ainsi les cellules exprimant un 
phénotype épithélial caractérisé notamment par l’expression de l’E-cadhérine seraient plus 
sensibles que les cellules ayant un phénotype mésenchymateux (métastatique). Par la suite, 
l’analyse rétrospective en immunohistochimie de tumeurs issues de cohortes de patients ayant 
été traités avec de l’erlotinib ont confirmé que les patients dont les tumeurs étaient positives 
pour l’E-cadhérine avaient un meilleur pronostic. 
La deuxième question à laquelle nous avons souhaité répondre par le biais de cette étude 
concerne l’effet de l’erlotinib sur les tumeurs des VADS. Quels sont les gènes qui sont 
réprimés ou induits par l’erlotinib ? En outre, cette modification de l’expression sous l’effet 
du traitement est-elle la même dans les tumeurs sensibles au traitement et celles résistantes ? 
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Pour répondre à ces questions, nous avons donc analysé l’expression génomique des tumeurs 
avant et après traitement par erlotinib par puce Affymetrix Human Genome U133A 
GeneChip®. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec les laboratoires ROCHE à 
Bâle (Suisse). 
Nous présentons ici les premiers résultats issus de ce travail, à savoir l’analyse des tumeurs 
avant traitement en fonction de la réponse clinique et la comparaison des tumeurs avant et 
après traitement, indépendamment de la réponse. 
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2 Matériels et Méthodes 
2.1 Biopsies tumorales 
 Des biopsies tumorales ont été réalisées lors de la pan-endoscopie (avant traitement) et 
lors de la chirurgie (après traitement). Elles ont été congelées dans l’azote liquide dans les 
secondes qui ont suivi leur prélèvement (congélation au bloc opératoire) puis ont été stockées 
à –80°C pour l’extraction d’acides nucléiques. 
2.2 Extraction d’ARN 
 Le contenu des biopsies a été vérifié avant chaque extraction. Pour cela, nous avons 
réalisé des lames au Cryostat (à –20°C) qui ont été colorées à l’hémalun-éosine puis lues par 
le pathologiste. Si la biopsie était composée uniquement de cellules tumorales, les copeaux 
tumoraux obtenus grâce au microtome étaient directement dissous dans du tampon de lyse 
puis l’ARN a été extrait à l’aide du kit RNeasy Mini Kit (Qiagen®). Lorsque la biopsie 
tumorale était contaminée de cellules normales facilement écartables, une dizaine de lames de 
10µm étaient préparées puis colorées au bleu de Toluidine. La sélection des cellules tumorales 
s’est faite au microscope par grattage avec une aiguille et les cellules ainsi récupérées ont été 
directement plongées dans du tampon de lyse puis l’ARN extrait à l’aide du kit RNeasy Micro 
Kit (Qiagen®). 
Dans un cas, les cellules tumorales étaient trop intriquées dans le tissu normal donc nous 
avons eu recours à la microdissection laser grâce au système PixCell Laser Capture 
Microdissection system (Arcturus, Mountain View, Etats-Unis). 
La quantité et la qualité des ARN ont été vérifiées sur un bioanalyseur Agilent 2100 Expert. 
2.3 Synthèse d’ARNc, hybridation et lecture des puces 
 L’ARNc biotinylé (ARN complémentaire de l’ARN messager) a été synthétisé selon le 
protocole proposé par Affymetrix (Affymetrix Inc., Expression Analysis Technical Manual, 
http://www.affymetrix.com/support/technical/manual/expression_manual.affx) et résumé sur 
la figure 25. Brièvement, 1µg d’ARN total, préparé à partir de chaque biopsie, a été 
transformé en ADNc simple brin à l’aide du kit « One Cycle cDNA Synthesis Kit  » (Part 
Number 900493; Affymetrix, Inc.; Santa Clara, CA). L’enzyme utilisée est une transcriptase 
inverse « SuperScript II » qui utilise un oligo Poly-(T) comme amorce, celui-ci s’hybridant à 
la queue de Poly-A des ARN messagers. La synthèse du deuxième brin d’ADNc est suivie 
d’une transcription in vitro à partir du promoteur T7 qui permet une amplification et une
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Figure 25 : Protocole de préparation des ARNc, de l’hybridation jusqu’au scan de la puce. 
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incorporation de désoxyribonucléotides UTP et CTP biotinylés à l’aide du kit « IVT Labeling 
Kit (Affymetrix, Part Number 900449)  ». Quinze microgrammes d’ARNc biotinylé ont été 
fragmentés (35 minutes à 94°C) puis hybridés pendant 16h à 45oC sur la puce Human 
Genome U133A GeneChip® qui contient plus de 22000 « probe-sets » correspondant  à plus 
de 14000 transcrits. Après l’hybridation, les puces ont été lavées par des tampons à 
stringeance croissante (6X Saline Sodium Phosphate EDTA, 0,01% Tween-20 puis 100 mM 
MES, 0,1M [Na+], 0,01% Tween-20) puis colorées par la phycoérythrine couplée à la 
streptavidine. 
Les puces ont été scannées à l’aide du « Affymetrix GeneChip Scanner 3000 » selon le 
protocole fourni par le fabricant (Affymetrix) et les intensités du signal ont été calculées 
automatiquement par le logiciel GCOS (Gene Chip Operating Software). 
2.4 Analyse des données 
2.4.1 Acquisition des données et normalisation 
Une puce « Gene Chip HG 133A 2.0 » contient plus de 500000 sondes oligonucléotidiques 
que l’on appelle « probe cell ». Ces probes cells sont couplées en « probe pair », l’une 
représentant exactement la séquence du gène correspondant (d’où le terme de Perfect Match 
PM) et l’autre contenant une base non complémentaire au milieu de la séquence 
oligonucléotidique (on parle de MisMatch MM). Comme le montre la figure 26, un « probe-
set » est constitué de plusieurs probe pairs (de 10 à 20) et représente un transcrit exprimé. 
 
 
 
 
 
Figure 26: Organisation d’un « probe-set ». 
 
La prise en compte du bruit de fond est assez complexe. En simplifiant, la puce est divisée en 
16 secteurs. Dans chaque secteur, le bruit de fond est calculé en faisant la moyenne des 
intensités des 2% des probes cells ayant les intensités les plus faibles puis est retranché à 
chaque signal de probe cell. La détection de chaque probe-set  (présent ou absent) se fait en 
comparant les intensités du PM et MM de chacun des probe-pairs qui la composent. 
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 Pour cela, un score de discrimination R est calculé : 
    R= (PM - MM) / (PM + MM) 
R est comparé à la valeur seuil Tau (τ = 0,015) par un test de Wilcoxon qui attribue une 
valeur p et permet de dire si la probe pair est présente (R>τ) ou absente (R<τ) (Manual 
« GeneChip® Expression Analysis Data Analysis Fundamentals »). 
Les intensités de signal ont été normalisées par la méthode quantile-quantile. Les niveaux 
d’expression de chaque probe-set ont ensuite été calculés avec l’algorithme RMA [27]. Les 
données normalisées ont été transformées en log de base 2 (log2), notamment pour diminuer 
l’influence des valeurs d’expression élevées. 
Avant de soumettre les données à l’analyse statistique, les probe-sets qui étaient « absents » 
sur toutes les puces ont été éliminés : 5473 sur 22283 (24,6%) probe-sets ont été retirés si l’on 
considère les 78 puces et 5589 sur 22283 (25,1%) si l’on considère seulement les 39 puces 
avant traitement. 
2.4.2 Analyse statistique 
2.4.2.1 Analyse des données avant traitement 
Une étude exploratoire a été réalisée pour identifier des tendances intéressantes qui pourraient 
apparaître dans les données. Elle s’appuie sur des techniques d’analyse multivariées 
descriptives telles que le clustering et l’analyse en composantes principales (ACP), effectuées 
à l’aide du logiciel R. Brièvement, le clustering permet de regrouper les puces qui ont le plus 
de similitudes sous forme de « cluster » que l’on visualise dans un arbre. Un algorithme de 
« consensus clustering » permet de déterminer le nombre de clusters [130]. 
L’analyse en composantes principales (ACP) calcule pour chaque puce les coefficients de la 
combinaison linéaire a.gène1 + b.gène2 + …+ x.gènei de manière à ce que la représentation en 
2 dimensions traduise au mieux la variabilité des données. 
Dans le but d’identifier des gènes différentiellement exprimés entre les patients répondeurs et 
non répondeurs, une première analyse a été réalisée sur les données des puces issues des 
tumeurs avant traitement, qui correspondent à un niveau d’expression basal. Les niveaux 
d’expression de chaque gène ont été comparés entre répondeurs et non répondeurs par un 
modèle linéaire. Un False Discovery Rate (FDR) [22] a été calculé pour chaque gène. Le FDR 
permet de prendre en compte le problème des tests multiples ; il correspond au pourcentage 
attendu de faux positifs dans la liste de candidats. 
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Deux modèles ont été utilisés pour décrire les données et tester si la réponse clinique était un 
facteur permettant d’expliquer des différences d’expression des gènes. Chaque probe-set est 
ajusté par un premier modèle linéaire du type :  
Log2(intensité) = intensité moyenne + Réponse(R/NR) + erreur. 
Une valeur p est attribuée au facteur réponse pour chaque probe-set afin de déterminer si 
l’intensité du probe-set diffère selon que le patient soit répondeur ou non. A partir du vecteur 
de p-values, un niveau de FDR est calcule pour chaque gène. 
Un deuxième modèle, de régression logistique a été appliqué à chaque probe-set. Ce modèle 
est le suivant :  
Réponse(R/NR) = log2 (intensité) + erreur. 
Ce modèle décrit la probabilité d’être répondeur ou non répondeur en fonction de l’intensité 
du probe-set. De la même manière, une valeur p est attribuée à cette probabilité. 
2.4.2.2 Comparaison des données avant et après traitement 
Les données issues des puces avant et après traitement ont été analysées par clustering et par 
analyse en composantes principales. 
Pour chaque patient, les données d’expressions ont été exprimées sous forme de log2 (ratio) : 
log2(intensité après ttt / intensité avant ttt). Nous conserverons ce terme de « ratio » pour ce qui 
concerne la comparaion des données avant et après traitement. 
Ces données de log2(ratio) ont été analysées par un modèle d’ANOVA. 
La première étape consiste à identifier des gènes dont le niveau d’expression avant et après le 
traitement est différent. La deuxième étape a été de voir si les modifications de l’expression 
des gènes sous l’effet du traitement étaient différentes chez les répondeurs et chez les non 
répondeurs. Cette hypothèse a été testée à l’aide d’un modèle linéaire incluant une correction 
pour les tests multiples par FDR. 
2.5 Validation des données par RT-PCR en temps réel 
 L’expression de certains gènes a été vérifiée par RT-PCR en temps réel. Ces gènes ont 
été choisis car leur expression était différente chez les patients non répondeurs par rapport aux 
répondeurs et que leur implication nous intéressait particulièrement. L’ADNc est synthétisé à 
partir de 500 ng d’ARN total (le même que celui utilisé pour les puces) à l’aide du kit iScript 
cDNA synthesis (Bio-Rad®) selon le protocole fourni par le fabriquant.  
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Les amorces ont été dessinées avec le logiciel Beacon Designer® (Premier Biosoft).  
La réaction de RT-PCR en temps réel est effectuée sur le thermocycler iCycler (Bio-Rad®) 
avec les réactifs SYBR Green master mix (Bio-Rad®). 
Nous avons tout d’abord déterminé par PCR conventionnelle les températures d’hybridation 
de chaque couple d’amorces. Trois températures ont été retenues: 54°C pour UGT1A3 et 
UGT1A10, 58°C pour UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6 et UGT1A9, 61°C pour UGT1A7. 
Dans une deuxième étape nous avons validé la robustesse, de notre RT-PCR en temps réel en 
mesurant son efficacité pour chaque couple d’amorces. Pour cela nous avons réalisé au moyen 
d’un ADNc construit à partir d’un ARN de la lignée cellulaire CAL33, des gammes "larges" 
pour obtenir des droites de régression linéaire dont la pente est la plus proche de -3,3, ce qui 
correspond à une efficacité de PCR comprise entre 85 et 110%. 
Nous avons alors analysé les patients sélectionnés pour les gènes retenus. 
Les cycles de PCR comportent les étapes suivantes: une activation initiale de la Taq 
polymérase (95°C pendant 3 min); puis 35 cycles composés d’une étape de dénaturation à 
95°C pendant 15 s et d’une étape d’hybridation/élongation pendant 1 min à la température 
d'hybridation spécifique de chaque isoforme d'UGT (voir températures ci-dessus). En fin de 
réaction, une analyse des amplicons formés par courbe de fusion est réalisée de la façon 
suivante : 95°C pendant 10 sec (permettant une dénaturation complète de tous les amplicons) 
puis diminution par pas de 0,5°C de la température jusqu’à 20°C (permettant une ré-
hybridation progressive des amplicons selon leur taille). Au cours de cette étape, la 
fluorescence est enregistrée en continu et est convertie par le logiciel d’analyse du 
thermocycler en une courbe en cloche représentant la dérivée de la fluorescence sur la dérivée 
de la température en fonction de la température. Cette courbe est utilisée pour s'assurer de la 
spécificité des produits formés au cours de la PCR. 
Le gène de référence choisi pour normaliser l’expression du gène d’intérêt est le gène de la 
GAPDH. Pour chaque patient, le résultat est exprimé sous la forme d’une différence de seuil 
(delta CT) : 
ΔCT = CT gène d’intérêt  - CT GAPDH 
Avec CT = Cycle Threshold correspondant au cycle de la PCR où le signal de fluorescence 
correspondant à une certaine quantité d’amplicons formée dépasse le niveau de fluorescence 
basal déterminé par le thermocycler en début de PCR.
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Figure 27 : Clustering obtenu avec les puces avant traitement. Les patients encadrés en bleu sont de sexe 
féminin. 
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3 Résultats 
 Les puces ont pu être réalisées pour 39 patients (des 42) avant et après traitement soit 78 
puces au total. Les raisons pour lesquelles 3 patients n’ont pas pu être analysés sont les 
suivantes : pour 2 d’entre eux, les biopsies tumorales après traitement ne contenaient pas de 
tumeur et pour le troisième, la quantité d’ARN obtenu était trop faible pour réaliser une 
synthèse d’ARNc en 1 cycle. 
3.1 Analyse des données avant traitement 
3.1.1 Clustering et ACP 
L’analyse des 39 puces avant traitement a généré 3 clusters (voir figure 27). Le genre (homme 
/ femme) était la seule variable dont la distribution n’était pas équivalente dans les 3 clusters. 
En effet, les 3 femmes de l’étude (encadrées en bleu dans la figure 27) appartiennent au même 
cluster (vert), c’est pourquoi le genre a été identifié comme une variable pertinente pour 
expliquer ce regroupement. 
L’analyse en composante principale est illustrée par la figure 28. Aucune des covariables 
testées n’était fortement associée à la projection sur la première composante principale. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28 : Analyse en composante principale des données issues des puces avant traitement. 
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Rapport 
NR/R 
p  
modèle 
L 
p 
modèle 
RL 
probe-sets Symbole Nom du gène Entrez Gene ID Processus biologique GO 
2,10 0,0088 0,0039 202967_at GSTA4 glutathione s-transferase a4 2941 Metabolism 
1,93 0,0010 0,0008 39729_at PRDX2 peroxiredoxin 2 7001 response to oxidative stress  
1,92 0,0059 0,0038 209230_s_at NUPR1 P8 
p8 protein, COM1 
(candidate of metastasis 1) 26471 induction of apoptosis 
1,70 0,0008 0,0002 208794_s_at SMARCA4 
SWI/SNF related, matrix associated, 
actin dependent regulator of 
chromatin, subfamily a, member 4.  
6597 
regulation of transcription, DNA-dependent 
regulation of transcription from RNA polymerase II 
promoter  
1,59 0,0038 0,0023 214728_x_at SMARCA4 ** 6597  
1,53 0,0027 0,0014 215380_s_at C7orf24 chromosome 7 open reading frame 24 79017    
1,49 0,0049 0,0003 218880_at FOSL2 ou FRA2 fos-like antigen 2 2355 
regulation of transcription, DNA-dependent 
regulation of transcription from RNA polymerase II 
promoter. Cell death  
1,47 0,0029 0,0011 215714_s_at SMARCA4 ** 6597  
1,47 0,0009 0,0002 203120_at TP53BP2 tumor protein p53 binding protein 2 7159 induction of apoptosis 
1,46 0,0050 0,0001 201867_s_at TBL1X transducin (beta)-like 1x-linked 6907 transcription regulation of transcription, DNA-dependent 
1,44 0,0036 0,0013 216396_s_at EI24 etoposide induced 2.4 mrna 9538 induction of apoptosis 
1,44 0,0043 0,0036 208693_s_at GARS glycyl-trna synthetase 2617 
translation 
tRNA aminoacylation for protein translation 
glycyl-tRNA aminoacylation 
1,43 0,0035 0,0017 202785_at NDUFA7 nadh dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex 4701 
mitochondrial electron transport, NADH to 
ubiquinone 
ATP synthesis coupled electron transport 
1,42 0,0059 0,0028 212155_at RNF187 ring finger protein 187 149603    
1,42 0,0049 0,0015 202230_s_at CHERP calcium homeostasis endoplasmic reticulum protein 10523 
RNA processing 
calcium ion homeostasis 
nervous system development 
negative regulation of cell proliferation 
1,41 0,0019 0,0006 208289_s_at EI24 ** 9538  
1,40 0,0042 0,0016 218882_s_at WDR3 wd repeat domain 3 10885    
1,40 0,0056 0,0004 204554_at PPP1R3D protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3D 5509 
carbohydrate metabolic process 
glycogen metabolic process 
1,39 0,0067 0,0048 218105_s_at MRPL4 mitochondrial ribosomal protein l4 51073 Translation 
1,38 0,0079 0,0056 210996_s_at YWHAE tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein 7531 
protein targeting 
intracellular signaling cascade 
1,35 0,0080 0,0037 209029_at COPS7A cop9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 7a (arabidopsis) 50813  
1,34 0,0092 0,0021 202993_at ILVBL ilvb (bacterial acetolactate synthase)-like 10994 
 
1,33 0,0070 0,0029 202324_s_at ACBD3 acyl-coenzyme a binding domain containing 3 64746 
steroid biosynthetic process 
transport 
1,31 0,0094 0,0030 212885_at MPHOSPH10 
m-phase phosphoprotein 10 (u3 small 
nucleolar ribonucleoprotein) 10199 
rRNA processing 
RNA processing 
RNA splicing 
1,30 0,0052 0,0040 202919_at PREI3 preimplantation protein 3 25843 Transport 
1,30 0,0040 0,0035 217804_s_at ILF3 interleukin enhancer binding factor 3 3609 M phase regulation of transcription, DNA-dependent  
1,28 0,0037 0,0012 212052_s_at TBC1D9B kiaa0676 protein 23061 regulation of Rab GTPase activity 
1,28 0,0057 0,0030 211940_x_at H3F3A h3 histone 3020 nucleosome assembly chromosome organization 
1,28 0,0045 0,0010 212456_at KIAA0664 kiaa0664 protein 23277 translation initiation factor activity. Binding 
1,26 0,0036 0,0035 200080_s_at H3F3A h3 histone 3021    
1,25 0,0083 0,0077 208904_s_at RPS28 ribosomal protein s28 6234    
1,22 0,0070 0,0019 203092_at TIMM44 translocase of inner mitochondrial membrane 44 homolog (yeast) 10469 
protein targeting 
protein targeting to mitochondrion 
intracellular protein transport 
1,22 0,0025 0,0013 219063_at C1orf35 chromosome 1 open reading frame 335 79169 
   
 
Tableau 25: Liste des 33 probe-sets surexprimés chez les patients non répondeurs dans les tumeurs avant, 
obtenue avec le critère stringeant, c’est à dire : valeur p (modèle linéaire) < 0,01 + valeur p (modèle de régression 
logistique)  < 0,01 + rapport d’expression entre non répondeurs et répondeurs > 1,2. 
Modèle L : modèle linéaire. Modèle RL : modèle de régression logistique. ** : gène déjà cité. Processus 
biologique GO : Gene Ontology (http://www.geneontology.org) décrit les processus biologiques généraux. Les 
probe-sets sont ordonnés par valeur décroissante de rapport (NR/R). 
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3.1.2 Analyse statistique 
Avec un critère statistique utilisant le FDR qui permet un contrôle rigoureux de la proportion 
de faux positifs, il est impossible de générer une liste de gènes dont l’expression diffère 
significativement entre les répondeurs et les non-répondeurs. En effet, quel que soit le modèle 
utilisé, les FDR sont supérieurs à 80%. Cependant, des critères de sélections moins stricts 
peuvent nous fournir des pistes à approfondir pour la compréhension des mécanismes qui 
régissent la réponse au traitement, mais ils ne procurent pas d’assurance que ces résultats 
soient généralisables. Afin de déterminer une liste de gènes candidats, nous avons appliqué un 
premier critère composite « stringeant » puisque nous avons choisi les probe-sets pour 
lesquels les valeurs p de la réponse clinique (R/NR) étaient inférieures à 0,01 pour les 2 
modèles (modèle linéaire ou modèle L et modèle de régression logistique ou modèle RL) et 
pour lesquels le rapport d’expression entre les 2 groupes était supérieur à 1,2. L’utilisation des 
2 modèles permet de s’assurer que la sélection des gènes est indépendante du modèle. 
Ce premier critère a permis de générer une liste de 33 probe-sets surexprimés chez les non 
répondeurs (tableau 25) et une liste de 43 probe-sets surexprimés chez les répondeurs (tableau 
26). 
Rapport 
R/NR 
p  
modèle 
L 
p 
modèle 
RL 
Probe-sets Symbole Nom du gène Entrez Gene ID Processus biologique GO 
2,44 0,0060 0,0031 211538_s_at HSPA2 heat shock 70kda protein 2 3306 
protein folding 
response to unfolded protein 
male meiosis 
spermatid development 
2,18 0,0084 0,0052 205081_at CRIP1 cysteine-rich protein 1 (intestinal) 1396 cell proliferation 
2,15 0,0040 0,0036 218644_at PLEK2 pleckstrin 2 26499 intracellular signaling cascade actin cytoskeleton organization and biogenesis 
2,14 0,0078 0,0093 219836_at ZBED2 zinc finger, BED-type containing 2    79413    
2,06 0,0018 0,0030 204358_s_at FLRT2 fibronectin leucine rich transmembrane protein 2 23768 cell adhesion 
1,98 0,0084 0,0064 201842_s_at EFEMP1; FBLN3 
egf-containing fibulin-like 
extracellular matrix protein 1; fibulin 3 2202 
extracellular matrix protein                                    
visual perception 
1,90 0,0020 0,0019 208978_at CRIP2 cysteine-rich protein 2 1397 positive regulation of cell proliferation hemopoiesis 
1,90 0,0038 0,0048 206170_at ADRB2 adrenergic, beta-2-, receptor, surface 154 G-protein coupled receptor protein signaling pathway 
1,74 0,0036 0,0032 218288_s_at CCDC90B coiled-coil domain containing 90B 60492    
1,72 0,0024 0,0011 210788_s_at DHRS7 dehydrogenase/reductase (sdr family) member 7 51635 metabolic process 
1,66 0,0082 0,0050 201245_s_at OTUB1 OTU domain, ubiquitin aldehyde binding 1 55611 
ubiquitin cycle 
immune response 
1,60 0,0008 0,0013 207039_at CDKN2A, p16 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 1029 cell cycle checkpoint 
1,60 0,0052 0,0052 202568_s_at MARK3; C-TAK1 
map/microtubule affinity-regulating 
kinase 3 4140 protein amino acid phosphorylation 
1,54 0,0061 0,0064 201311_s_at SH3BGRL sh3 domain binding glutamic acid-rich protein like 6451 SH3/SH2 adaptor activity 
1,53 0,0042 0,0062 205676_at CYP27B1 cytochrome P450, family 27, subfamily B, polypeptide 1 1594 
electron transport 
lipid metabolic process 
       →
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Tableau 26 : Liste des 43 probe-sets surexprimés chez les patients répondeurs dans les tumeurs avant 
traitement, obtenue avec le critère de sélection stringeant, c’est à dire : valeur p (modèle linéaire) <0,01 + valeur 
p (modèle de régression logistique) < 0,01 + rapport d’expression entre répondeurs et non répondeurs > 1,2. 
Processus biologique GO : Gene Ontology (http://www.geneontology.org) décrit les processus biologiques 
généraux. Les probe-sets sont ordonnés par valeur décroissante de rapport (R/NR).  
Rapport 
R/NR 
p  
modèle 
L 
p 
modèle 
RL 
Probe-sets Symbole Nom du gène Entrez Gene ID Processus biologique GO 
1,51 0,0068 0,0083 204610_s_at CCDC85B coiled-coil domain containing 85B 11007    
1,50 0,0004 0,0003 203409_at DDB2 damage-specific DNA binding protein 2, 48kDa 1643 
DNA repair 
nucleotide-excision repair 
response to DNA damage stimulus 
1,48 0,0087 0,0093 204768_s_at FEN1 flap structure-specific endonuclease 1 2237 
DNA replication 
DNA repair - UV protection 
phosphoinositide-mediated signaling 
1,43 0,0047 0,0046 219343_at CDC37L1 cdc37 cell division cycle 37 homolog (s. cerevisiae)-like 1 55664 regulation of progression through cell cycle 
1,42 0,0034 0,0031 213901_x_at RBM9 rna binding motif protein 9 23543 RNA metabolic process negative regulation of transcription 
1,39 0,0068 0,0065 209440_at PRPS1 phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1 5631 nucleoside metabolic process 
1,38 0,0034 0,0049 217457_s_at RAP1GDS1 
RAP1, GTP-GDP dissociation stimulator 
1 5910 GTPase activator activity 
1,38 0,0098 0,0061 213305_s_at PPP2R5C protein phosphatase 2, regulatory subunit B', gamma isoform 5527 signal transduction 
1,37 0,0058 0,0046 208112_x_at EHD1 EH-domain containing 1 10938 endocytosis endosome transport 
1,35 0,0073 0,0083 202116_at DPF2 D4, zinc and double PHD fingers family 2 5977 
regulation of transcription, DNA-dependent 
induction of apoptosis 
1,35 0,0078 0,0099 221601_s_at FAIM3 fas apoptotic inhibitory molecule 3 9214 anti-apoptosis immune response 
1,35 0,0017 0,0016 212851_at DCUN1D4 DCN1, defective in cullin neddylation 1, domain containing 4 (S. cerevisiae) 23142    
1,34 0,0028 0,0048 204462_s_at SLC16A2 solute carrier family 16, member 2 (monocarboxylic acid transporter 8) 6567 monocarboxylic acid transport  
1,33 0,0082 0,0069 203846_at TRIM32 tripartite motif-containing 32 22954 ubiquitin cycle 
1,32 0,0078 0,0046 203391_at FKBP2 FK506 binding protein 2, 13kDa 2286 protein folding 
1,32 0,0062 0,0064 211272_s_at DGKA diacylglycerol kinase, alpha 80kDa 1606 protein kinase C activation intracellular signaling cascade 
1,32 0,0058 0,0043 205621_at ALKBH1 alkB, alkylation repair homolog 1 (E. coli) 8846 DNA repair DNA dealkylation 
1,28 0,0021 0,0023 204605_at CGRRF1 cell growth regulator with ring finger domain 1 10668 
 response to stress 
cell cycle arrest 
negative regulation of cell proliferation 
1,28 0,0055 0,0049 210110_x_at HNRPH3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 (2H9)  3189 
nuclear mRNA splicing, via spliceosome 
RNA processing 
1,27 0,0089 0,0067 208906_at HNRPUL2 ; BSCL2 
bernardinelli-seip congenital 
lipodystrophy 2 (seipin) 
221092 ; 
26580    
1,27 0,0075 0,0063 206383_s_at G3BP2 ras-gtpase activating protein sh3 domain-binding protein 2 9908 
transport 
cytoplasmic sequestering of NF-kappaB 
Ras protein signal transduction  
1,26 0,0045 0,0039 201871_s_at LOC51035 SAPK substrate protein 1 51035 DNA replication DNA unwinding during replication 
1,26 0,0033 0,0032 208351_s_at MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1 5594 MAPKKK cascade protein amino acid phosphorylation 
1,25 0,0038 0,0047 218267_at CINP cyclin-dependent kinase 2-interacting protein 51550 
kinase activity 
 
1,24 0,0069 0,0060 212465_at SETD3 chromosome 14 open reading frame 154 84193    
1,24 0,0028 0,0031 209236_at SLC23A2 solute carrier family 23 (nucleobase transporters), member 2 9962 
 nucleobase, nucleoside, nucleotide and 
nucleic acid metabolic process 
ion transport 
1,23 0,0049 0,0071 205842_s_at JAK2 janus kinase 2 (a protein tyrosine kinase) 3717 regulation of progression through cell cycle protein amino acid phosphorylation 
1,20 0,0011 0,0011 204032_at BCAR3 breast cancer anti-estrogen resistance 3 8412 regulation of progression through cell cycle signal transduction 
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Par la suite, une deuxième liste de gènes a été obtenue en appliquant un critère composite 
moins stringeant : les valeurs p des 2 modèles <0,05 et le rapport d’expression entre les 2 
groupes supérieur à 1,2. Cette liste des 50 premiers sur les 190 probe-sets surexprimés chez 
les non répondeurs est présentée dans le tableau 27. 
 
Rapport 
NR/R 
p  
modèle 
L 
p 
modèle 
RL 
probe-sets Symbole Nom du gène 
Entrez
Gene 
ID 
Processus biologique GO 
3,25 0,0182 0,0044 215125_s_at UGT1A udp glucuronosyltransferase 1 family  Metabolism 
2,76 0,0188 0,0052 208596_s_at UGT1A udp glucuronosyltransferase 1 family  Metabolism 
2,64 0,0284 0,0135 210397_at DFB1 defensin, beta 1 1672 
chemotaxis 
defense response to bacterium in epithelial 
tissues 
2,59 0,0232 0,0090 204532_x_at UGT1A4 udp glucuronosyltransferase 1 family 54657 Metabolism 
2,52 0,0238 0,0100 207126_x_at UGT1A4 *** 54657 *** 
2,33 0,0145 0,0044 206094_x_at UGT1A6 udp glucuronosyltransferase 1 family 54578 Metabolism 
2,10 0,0088 0,0039 202967_at GSTA4 glutathione s-transferase a4 2941 response to stress – metabolism 
1,94 0,0403 0,0214 209283_at CRYAB crystallin alpha B 1410 
protein folding 
anti-apoptosis 
muscle contraction 
transmembrane receptor protein tyrosine 
kinase signaling pathway 
1,94 0,0192 0,0063 217738_at PBEF1 pre-b-cell colony enhancing factor 1 10135 signal transduction                                           positive reulation of cell proliferation 
1,93 0,0381 0,0210 204059_s_at ME 1 malic enzyme 1, NADP(+)-dependant, cytosolic 4199 carbohydrate metabolic process 
1,93 0,0010 0,0008 39729_at PRDX2 peroxiredoxin 2 7001 response to oxidative stress peroxidase activity 
1,92 0,0059 0,0038 209230_s_at NUPR1 p8 protein (candidate of metastasis 1) 26471 induction of apoptosis - cell growth 
1,89 0,0383 0,0270 210827_s_at ESX, ELF3 e74-like factor 3 (ets domain transcription factor), epithelial-specific 1999 
regulation of transcription                                 
epidermis development 
1,86 0,0221 0,0092 202017_at EPHX1 epoxide hydrolase 1 2052 
xenobiotic metabolic process 
response to toxin 
aromatic compound catabolic process 
1,82 0,0102 0,0054 213400_s_at TBL1X transducin (beta)-like 1x-linked 6907 
transcription 
regulation of transcription, DNA-dependent 
ubiquitin cycle 
signal transduction 
visual perception 
sensory perception of sound 
1,75 0,0490 0,0269 209380_s_at ABCC5, C-MOAT 
ATP-binding cassette, sub-family C, 
member 5 10057 
transport:cyclic nucleotides and some 
nucleoside monophosphate analogs 
1,74 0,0139 0,0030 205968_at KCNS3 
potassium voltage-gated channel, 
delayed-rectifier, subfamily S, 
member 3 
3790 ion transport 
1,72 0,0139 0,0068 203973_s_at CEBPD ccaat/enhancer binding protein (c/ebp) 1052 
transcription factor activity 
protein binding 
eukaryotic initiation factor 4E binding 
sequence-specific DNA binding 
1,70 0,0008 0,0002 208794_s_at SMARCA4 
SWI/SNF related, matrix associated, 
actin dependent regulator of 
chromatin, subfamily a, member 4. 
6597 
transcription 
regulation of transcription, DNA-dependent 
regulation of transcription from RNA 
polymerase II promoter  
1,70 0,0101 0,0113 212461_at AZIN1 antizyme inhibitor 1 51582 polyamine biosynthetic process 
1,68 0,0380 0,0228 217739_s_at PBEF1 pre-b-cell colony enhancing factor 1 10135 signal transduction                                           positive regulation of cell proliferation 
1,67 0,0356 0,0245 218960_at TMPRSS4 transmembrane protease 56649 proteolysis  
1,66 0,0468 0,0223 202804_at ABCC1 ou MRP1 
atp-binding cassette, sub-family C, 
member 1 4363 
transport                                                           
response to drug MDR 
1,62 0,0173 0,0119 212773_s_at TOMM20 translocase of outer mitochondrial membrane 20 homolog (yeast) 9804 
protein targeting to mitochondrion 
intracellular protein transport 
protein import into mitochondrion 
1,59 0,0038 0,0023 214728_x_at SMARCA4 *** 6597 *** 
1,59 0,0368 0,0367 214214_s_at C1QBP complement component 1:p32; HABP1; gC1qR; GC1QBP 708 immune response 
1,58 0,0171 0,0093 213720_s_at SMARCA4 *** 6597 *** 
       →
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Rapport 
NR/R 
p  
modèle 
L 
p 
modèle 
RL 
probe-sets Symbole Nom du gène 
Entrez
Gene 
ID 
Processus biologique GO 
1,58 0,0486 0,0456 208910_s_at C1QBP *** 708 *** 
1,57 0,0480 0,0138 205258_at INHBB inhibin 3625 
defense response                            
cell differenciation growth 
positive stimulation of FSH secretion 
1,57 0,0405 0,0314 218605_at TFB2M transcription factor b2 64216 
rRNA modification 
transcription of mitochondrial DNA 
regulation of transcription, DNA-dependent 
1,55 0,0182 0,0115 202481_at DHRS3 dehydrogenase/reductase (sdr family) member 3 9249 
visual perception 
metabolic process - retinol metabolic 
process 
1,54 0,0103 0,0060 203140_at BCL6 b-cell cll/lymphoma 6 604 sequence-specific repressor of transcription 
1,54 0,0173 0,0086 212542_s_at PHIP pleckstrin homology domain interacting protein 55023 insulin receptor signaling pathway 
1,53 0,0027 0,0014 215380_s_at C7orf24 chromosome 7 open reading frame 24 79017    
1,52 0,0429 0,0132 211615_s_at LRPPRC leucine-rich ppr-motif containing 10128 mitochondrion transport along microtubule 
1,51 0,0216 0,0153 203983_at TSNAX translin-associated factor x 7257    
1,51 0,0197 0,0026 202942_at ETFB electron-transfer-flavoprotein 2109 electron transport Transport 
1,50 0,0395 0,0320 200662_s_at TOMM20 *** 9804 *** 
1,50 0,0298 0,0080 205077_s_at PIGF phosphatidylinositol glycan 5281 GPI anchor biosynthetic process  
1,49 0,0112 0,0058 202417_at KEAP1 kelch-like  ECH-associated protein 1 9817 
in utero embryonic development 
transcription 
regulation of transcription, DNA-dependent 
regulation of transcription 
regulation of epidermal cell differentiation  
1,49 0,0049 0,0003 218880_at FOSL2 fos-like antigen 2 2355 DNA dependant regulation of transcription 
1,49 0,0394 0,0310 202102_s_at BRD4 bromodomain containing 4 23476    
1,49 0,0483 0,0083 202805_s_at ABCC1, MRP1 *** 4363 *** 
1,48 0,0436 0,0221 211971_s_at LRPPRC *** 10128 ***   
1,47 0,0233 0,0158 204559_s_at LSM7 lsm7 homolog 51690 RNA splicing 
1,47 0,0029 0,0011 215714_s_at SMARCA4 *** 6597 *** 
1,47 0,0269 0,0116 209049_s_at ZMYND8 protein kinase c binding protein 1 23613 protein binding 
1,47 0,0009 0,0002 203120_at TP53BP2 tumor protein p53 binding protein 7159 induction of apoptosis 
1,47 0,0481 0,0323 207186_s_at BPTF bromodomain PHD finger transcrition factor 2186 
regulation of transcription                                
chromatine remodeling 
1,46 0,0419 0,0299 218149_s_at ZNF395 zinc finger protein 395 55893      
 
Tableau 27: Liste des 50 premiers probe-sets surexprimés chez les patients non répondeurs dans la 
tumeur avant traitement, obtenue avec le critère de sélection le moins stringeant, c’est à dire : valeur p 
(modèle linéaire) <0,05 + valeur p (modèle de régression logistique) < 0,05 + rapport d’expression entre non répondeurs et 
répondeurs > 1,2.  
*** : gène déjà cité. Processus biologique GO : Gene Ontology (http://www.geneontology.org) décrit les 
processus biologiques généraux. Les probe-sets sont ordonnés par valeur décroissante de rapport (NR/R). 
 
 
On voit dans ces tableaux que certains gènes sont cités plusieurs fois (les répétitions sont 
matérialisées par des étoiles ***). En effet, sur les puces, plusieurs probe-sets correspondant à 
un même gène peuvent exister. Le fait que la différence d’expression entre répondeurs et non 
répondeurs soit significative pour plusieurs probesets correspondant à un même gène est tout 
à fait normale voire rassurante. 
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Figure 29: Clustering des données de ratio (après traitement/avant traitement). 
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3.2 Comparaison des données avant et après traitement 
3.2.1 Clustering et ACP 
L'analyse des données de ratio après traitement/avant traitement par clustering a généré 3 
clusters dont un ne contenant qu'un seul patient, le patient 41 (voir figure 29). Aucune 
variable n’a pu être associée à la répartition des patients dans ces 3 groupes. 
L'analyse en composantes principales de ces données de ratio a montré que la majorité des 
patients étaient plus ou moins regroupés (figure 30). La figure montre que le patient 41 
(représenté par le point   ) semble très différent des autres, ce qui confirme le clustering 
obtenu précédemment dans la figure 29.  
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Figure 30: Analyse en composante principale des données de ratio après traitement/avant traitement. 
     : patient 41. 
 
Afin d'identifier les raisons pour lesquelles ce patient présentait un profil aussi particulier, 
nous avons réalisé un clustering (dans Cluster) en incluant seulement les probe-sets pour 
lesquels la différence entre la valeur du ratio maximum et la valeur du ratio minimum était 
supérieure à 2 (c'est à dire étendue du ratio>2). Cette sélection permet de ne s'intéresser 
qu'aux gènes présentant des différences entre patients. Ce clustering est illustré en figure 31 et 
permet de visualiser simultanément l’arbre des patients (sur la droite de la figure 31) et  
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Figure 31: Clustering hiérarchique des données de ratio d'expression (après traitement/avant traitement). 
La partie basse de la figure correspond à un agrandissement de la partie haute.  
L’axe horizontal représente les probe-sets alors que l’axe vertical (flèche bleue) contient 39 lignes correspondant 
aux 39 patients. Les cases rouges signifient que le probe-set est surexprimé après traitement, les noires 
représentent un ratio égal à 0 et les vertes un ratio négatif, c'est à dire sous-exprimé après traitement. 
Arbre des probe-sets 
Arbre 
des 
patients 
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« l’arbre » des probe-sets (en haut de la figure 31). En effet, les patients sont regroupés dans 
l’arbre de droite en fonction de leurs similitudes d’expression et donc d’intensité de certains 
probe-sets. Ici, nous nous intéressons aux données de ratio(après traitement/avant traitement) 
qui sont matérialisés dans la figure 31 par 3 couleurs. Les cases rouges pour un patient donné 
et pour un probe-set donné signifient que le probeset est surexprimé après traitement, les cases 
noires représentent un ratio égal à 0 et les vertes un ratio négatif, c'est à dire sous-exprimé 
après traitement. La zone entourée matérialise un ensemble de gènes pour lesquels un petit 
nombre de patients ont un ratio positif (en rouge) c'est à dire que ces gènes sont plus exprimés 
après le traitement qu'avant le traitement alors que pour la majorité des patients, il n'y a pas de 
différence entre avant et après le traitement (zone noire; ratio = 0). L'analyse détaillée de ce 
cluster (en rose sur la figure 31) montre que 4 patients (patients 05, 20, 31 et 41 encadrés en 
rouge sur la figure 31) surexpriment une centaine de gènes sous l'effet du traitement. Ces 
gènes codent pour la majorité pour des protéines spécifiques de cellules musculaire comme la 
troponine, des chaînes de myosine, la tropomyosine, la myotiline, etc… 
Nous avons donc suspecté une « contamination » des biopsies après traitement pour ces 
patients par des cellules musculaires. La relecture des lames a confirmé la présence de cellules 
musculaires dans les biopsies et bien que les cellules tumorales aient été disséquées au 
maximum, on ne peut pas exclure que des cellules musculaires aient « contaminé » le 
prélèvement tumoral. 
Par ailleurs, les patients 05, 20 et 41 sont des patients répondeurs au traitement donc la 
surexpression de ces gènes va interférer avec les gènes réellement induits par le traitement 
chez les patients répondeurs. Pour cette raison, nous avons décidé de retirer ces 4 patients de 
la suite des analyses de ratio après/avant traitement. 
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Ratio 
après/
avant 
P 
(ratio) probe-sets Symbole Nom du gène 
Entrez
Gene 
ID 
Processus biologique GO 
-1,80 0,0095 205863_at S100A12 s100 calcium binding protein a12 (calgranulin c) 6283 inflammatory response 
-1,68 0,0043 218507_at HIG2 hypoxia-inducible protein 2 29923 
transport 
ER to Golgi vesicle-mediated transport 
response to stress 
small GTPase mediated signal transduction 
protein transport 
-1,63 0,0080 200832_s_at SCD stearoyl-coa desaturase (delta-9-desaturase) 6319 lipid metabolic process  
-1,52 0,0070 202887_s_at DDIT4; REDD-1 dna-damage-inducible transcript 4 54541 response to hypoxia and stress 
-1,50 0,0024 219013_at GALNT11 
udp-n-acetyl-alpha-d-
galactosamine:polypeptide n-
acetylgalactosaminyltransferase 11 (galnac-t11)
63917    
-1,46 0,0016 200632_s_at NDRG1 n-myc downstream regulated gene 1 10397 response to metal ion cell differentiation 
-1,41 0,0012 201059_at CTTN cortactin 2017 protein binding cell invasion 
-1,40 0,0044 218102_at DERA 2-deoxyribose-5-phosphate aldolase homolog (c. elegans) 51071 
metabolic process 
deoxyribonucleotide catabolic process 
-1,38 0,0008 214743_at CUTL1 cut-like 1, CCAAT displacement protein (Drosophila)  
negative regulation of transcription from RNA 
polymerase II promoter 
-1,38 0,0057 219192_at UBAP2 ubiquitin associated protein 2 55833    
-1,37 0,0093 201564_s_at FSCN1 fascin homolog 1, actin-bundling protein 6624 
cell proliferation- 
actin cytoskeleton organization and 
biogenesis 
-1,36 0,0006 202193_at LIMK2 lim domain kinase 2 3985 protein amino acid phosphorylation 
-1,36 0,0021 202769_at CCNG2 cyclin G2 901 regulation of progression through cell cycle 
-1,35 0,0064 209015_s_at DNAJB6 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 6 10049 protein folding- 
-1,35 0,0008 201362_at IVNS1ABP influenza virus ns1a binding protein 10625 
transcription from RNA polymerase III 
promoter 
RNA splicing- 
response to virus 
-1,34 0,0008 210835_s_at CTBP2 c-terminal binding protein 2 1488 metabolic process negative regulation of cell proliferation 
-1,32 0,0040 221704_s_at VPS37B vacuolar protein sorting 37 homolog B (S. cerevisiae) 79720 
transport 
protein   
-1,32 0,0014 212899_at CDC2L6 cell division cycle 2-like 6 (cdk8-like) 23097 protein amino acid phosphorylation cell division 
-1,31 0,0020 200666_s_at DNAJB1 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 3337 
protein folding 
chaperone cofactor-dependent protein 
folding 
-1,31 0,0036 201363_s_at IVNS1ABP *** 10625 *** 
-1,30 0,0021 212538_at DOCK9 dedicator of cytokinesis 9 23348 guanyl-nucleotide exchange factor activity 
-1,30 0,0024 208898_at ATP6V1D ATPase, H+ transporting, lysosomal 34kDa, V1 subunit D  51382 
 ATP biosynthetic process 
transport 
ion transport 
ATP synthesis coupled proton transport 
-1,30 0,0014 212104_s_at RBM9 rna binding motif protein 9 23543 RNA metabolic process negative regulation of transcription 
-1,29 0,0038 203164_at SLC33A1 solute carrier family 33 (acetyl-CoA transporter), member 1 9197 transport 
-1,29 0,0074 214948_s_at TMF1 TATA element modulatory factor 1 7110 DNA-dependent regulation of transcription 
-1,28 0,0007 213350_at RPS11 ribosomal protein S11 6205 structural constituent of ribosome 
-1,28 0,0017 212367_at FEM1B fem-1 homolog b (c. elegans) 10116 induction of apoptosis 
-1,27 0,0021 212492_s_at JMJD2B jumonji domain containing 2b 23030 regulation of transcription, DNA-dependent chromatin modification 
-1,27 0,0075 202540_s_at HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 3156 lipid metabolic process 
-1,26 0,0095 208988_at FBXL11 F-box and leucine-rich repeat protein 11 22992 regulation of transcription 
 
Tableau 28 : Liste des 30 premiers probe-sets sous-exprimés dans la tumeur après traitement par rapport 
à la tumeur avant traitement. 
*** : gène déjà cité. Processus biologique GO : Gene Ontology (http://www.geneontology.org) décrit les 
processus biologiques généraux. 
Les probe-sets sont ordonnés par valeur croissante de ratio (après/avant). 
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3.2.2 Analyse statistique 
Un des objectifs de cette analyse était d'identifier l'effet de l'erlotinib sur l'expression des 
gènes dans les cellules tumorales. Comme cela a été signalé dans les parties I et II de ce 
travail, certains patients n'ont pas pris le traitement par erlotinib dans son intégralité. La 
plupart de ceux ayant eu un traitement discontinu ne prenaient plus de médicament depuis 
plusieurs jours au moment de leur chirurgie (et donc de leur biopsie après traitement). Aussi,  
nous avons estimé qu'il fallait les exclure de cette analyse visant à caractériser l'effet de 
traitement. Ces patients étaient au nombre de 10. Il faut leur ajouter les patients 05, 20 et 41 
(le patient 31 étant déjà écarté selon le critère précédent). Il reste donc 26 patients dans cette 
analyse de données de ratio après/avant traitement. 
Nous avons souhaité connaître les gènes modifiés sous l’effet du traitement. Pour cela, nous 
avons sélectionné les gènes dont le ratio [log2(intensité après ttt/intensité avant ttt)] était 
significativement différent de 0 (0 étant la valeur du ratio d’un gène dont l’expression est la 
même avant et après traitement). Ici, les FDR sont plus faibles que dans l’analyse des tumeurs 
avant traitement mais restent à des valeurs non négligeables puisque le FDR minimum est 
égal à 47%. Nous avons donc sélectionné les gènes ayant des valeurs p pour le ratio 
inférieures à 0,01 et des valeurs absolues de ratio supérieures à 1,2. Ce critère nous a permis 
de sélectionner 59 probe-sets dont l’expression a diminué sous l’effet de traitement. Les 30 
premiers probe-sets sur ces 59 sont présentés dans le tableau 28. 
En ce qui concerne les gènes dont l’expression a augmenté sous l’effet du traitement, ce 
même critère nous a permis d’en sélectionner 66 dont les 30 premiers sont résumés dans le 
tableau 29. On note que la majorité des probe-sets de cette liste sont dénommés par un 
numéro suivi d’un suffixe _x_at. Il s’agit de probe-sets qui peuvent s'hybrider avec plusieurs 
transcrits. Ceci explique la multiplicité des gènes correspondants à certains de ces probe-sets 
(matérialisées en bleu dans le tableau). Cependant, tous ces probe-sets, bien que non 
spécifiques, correspondent à des séquences qui ont en commun de coder pour des parties 
d’immunoglobulines. 
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Ratio 
après/
avant 
p 
(ratio) probe-sets Symbole Nom du gène 
Entrez
Gene 
ID 
Processus biologique 
GO 
3,50 0,0058 217378_x_at  similar to ig kappa chain precursor v region (orphon v108) - human  (fragment)     
3,39 0,0046 214768_x_at HLA-C Major histocompatibility complex, class I, C 3107 
antigen processing and 
presentation of peptide 
antigen via MHC class I 
3,19 0,0043 214777_at  Immunoglobulin light chain variable region complementarity determining region (CDR3) mRNA  immune response 
2,88 0,0077 217148_x_at IGLV2-14 immunoglobulin lambda variable 2-14 28815 
antigen processing and 
presentation of peptide 
antigen via MHC class I 
2,61 0,0076 214836_x_at IGKV1-5 ; IGKC immunoglobulin kappa constant 
28299 ; 
3514 immune response  
2,51 0,0053 211637_x_at LOC 652128 Similar to Ig heavy chain V-II region ARH-77 precursor 652128    
2,50 0,0067 216491_x_at IGHM immunoglobulin heavy constant mu 3507 immune response 
2,46 0,0055 217235_x_at  Immunoglobulin (mAb56) light chain V region mRNA, partial sequence     
2,41 0,0093 216984_x_at  immunoglobulin (mAb59) light chain V region mRNA, partial sequence     
2,31 0,0008 209374_s_at IGHM immunoglobulin heavy constant µ 3507 immune response 
2,30 0,0041 217281_x_at  Homo sapiens mRNA for immunoglobulin heavy chain variable region,     
2,11 0,0096 217227_x_at  H.sapiens mRNA for IgG lambda light chain V-J-C region (clone Tgl11)     
2,11 0,0053 215214_at IGL@ Immunoglobulin lambda locus 3535 immune response 
2,10 0,0008 214916_x_at  
interferon, alpha-inducible protein 6 
immunoglobulin heavy locus 
immunoglobulin heavy constant alpha 1 
immunoglobulin heavy constant alpha 2 (A2m marker) 
immunoglobulin heavy constant delta 
immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker) 
immunoglobulin heavy constant gamma 2 (G2m marker) 
immunoglobulin heavy constant gamma 3 (G3m marker) 
immunoglobulin heavy constant mu 
 immune response  
2,09 0,0100 214973_x_at IGHD immunoglobulin heavy constant delta 3495 immune response  
2,09 0,0033 211881_x_at IGLJ3 immunoglobulin lambda joining 3 28831 immune response  
2,07 0,0093 216557_x_at  
interferon, alpha-inducible protein 6 
immunoglobulin heavy constant alpha 1 
immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker) 
immunoglobulin heavy constant gamma 3 (G3m marker) 
immunoglobulin heavy constant mu 
immunoglobulin heavy variable 4-31 
 immune response  
2,04 0,0092 211650_x_at  Human Ig rearranged mu-chain gene VH3-D2110-JH2, complete cds., polyreactive     
2,02 0,0018 216853_x_at IGL@ Immunoglobulin lambda locus 3535 
 antigen processing and 
presentation of peptide 
antigen via MHC class I 
immune response 
1,88 0,0051 211868_x_at  
interferon, alpha-inducible protein 6 
immunoglobulin heavy constant alpha 1 
immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker) 
immunoglobulin heavy constant gamma 3 (G3m marker) 
immunoglobulin heavy constant mu 
immunoglobulin heavy variable 4-31 
 immune response  
1,88 0,0010 215949_x_at IGHM immunoglobulin heavy constant mu 3507 immune response 
1,83 0,0061 211908_x_at  Human IgM VDJ-region mRNA, complete cds     
1,82 0,0060 216510_x_at  
interferon, alpha-inducible protein 6 
immunoglobulin heavy constant alpha 1 
immunoglobulin heavy constant delta 
immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker) 
immunoglobulin heavy constant mu 
interleukin 8… 
 immune response  
1,78 0,0011 216474_x_at TPSAB1 tryptase alpha/beta 1 7177 Proteolysis / defense response 
1,73 0,0063 216412_x_at  Homo sapiens clone ASMneg1-b1 immunoglobulin lambda chain VJ region, (IGL) mRNA, partial cds.  immune response  
1,69 0,0010 216430_x_at  Homo sapiens clone CPRF1-T2 immunoglobulin lambda chain VJ region, (IGL) mRNA, partial cds     
1,68 0,0033 205683_x_at TPSAB1 tryptase alpha/beta 1 7177 Proteolysis / defense response 
1,67 0,0058 205624_at CPA3 carboxypeptidase A3 (mast cell) 1359 Proteolysis 
1,64 0,0064 216365_x_at CPVL, IGL@ 
immunoglobulin lambda locus 
carboxypeptidase, vitellogenic-like 
3535, 
54504 
proteolysis 
immune response 
1,61 0,0082 216542_x_at IGHA1, IGHG1 
immunoglobulin heavy constant alpha 1 
immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker) 
3493, 
3500 immune response 
Tableau 29 : Liste des 30 premiers probe-sets surexprimés dans la tumeur après traitement par rapport à 
la tumeur avant traitement. 
 Les probe-sets écrits en bleu sont non spécifiques et sont retrouvés dans plusieurs gènes. Processus biologique 
GO : Gene Ontology (http://www.geneontology.org) décrit les processus biologiques généraux. 
 165
3.3 Validation des résultats par RT-PCR en temps réel 
Afin de valider « techniquement » les résultats obtenus avec les puces, nous avons vérifié 
l'expression de certains gènes par une autre technique, la RT-PCR en temps réel. Nous avons 
choisi les gènes de la famille des UGT1A dont l'expression est plus importante chez les 
patients non répondeurs. Dans le tableau 27, les 2 premiers probe-sets 215125_s_at, 
208596_s_at sont situées sur des parties communes à toutes les isoformes d'UGT 1A. En 
effet, le gène codant pour les UGT 1A contient 5 exons; l'exon 1 code pour une région 
variable qui détermine l'isoforme (UGT1A1 à UGT1A10) et les exons 2, 3, 4 et 5 codent pour 
une région commune à toutes les isoformes 1A. 
En position 4, 5 et 6 du tableau 27, des probe-sets spécifiques des UGT1A4 et 1A6 présentent 
des ratios NR/R statistiquement significatifs. La figure 32 montre les niveaux d'expression 
pour les probe-sets correspondant aux UGT1A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32: Niveaux d'expression de tous les patients pour les probe-sets de la famille des UGT1A. 
L'échelle en abscisses représente l'intensité d'expression. Les patients répondeurs sont représentés en rouge alors 
que les non répondeurs sont représentés en noir. Sur le premier graphe, les flèches représentent les patients 
sélectionnés pour la validation en PCR quantitative. 
215125_s_at = UGT1A 208596_s_at = UGT1A 
204532_x_at= UGT1A4 206094_x_at= UGT1A6 
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Nous avons choisi de vérifier l'expression de toutes les isoformes d'UGT1A en RT-PCR en 
temps réel pour 12 patients (3 répondeurs et 9 non répondeurs) présentant différents niveaux 
d'expression (voir figure 32).  
Nous avons obtenu pour chaque patient un ΔCt (obtenu par rapport à l'expression de la 
GAPDH) pour chaque isoforme. Les corrélations observées entre l'expression de UGT1A4 et 
de UGT1A6 déterminée par les puces et par RT-PCR en temps réel sont représentées dans la 
figure 33. 
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Figure 33: Corrélation entre l'expression de UGT1A4 et UGT1A6 mesurée par les puces et l'expression 
mesurée en RT-PCR en temps réel. 
 
La figure 33 montre qu'on retrouve en RT-PCR les mêmes profils d'expression qu'en puce 
Affymetrix puisque les patients présentant une intensité inférieure à 6 en puce (c'est à dire une 
faible expression) ont des ΔCt élevés c'est à dire une expression faible voire nulle. Cette 
corrélation peut être appréciée par un test non paramétrique de Spearman. Pour le probeset 
207126_x_at, le coefficient de corrélation ρ est égal à -0,81 et la valeur p est égale à 0,0071, 
ce qui valide les résultats des puces. Pour le 2ème probeset correspondant à UGT1A4, ρ est 
égal à -0,87 (p = 0,004) et pour UGT1A6, ρ est égal à -0,84 (p=0,005). 
Nous avons également regardé la corrélation entre l'expression des probe-sets non spécifiques 
215125_s_at et 208596_s_at à l'expression de toutes les isoformes déterminée en RT-PCR. 
Les points sont répartis de la même manière que dans la figure 33, cependant certaines 
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isoformes ont des niveaux d'expression plus forts que d'autres. Par exemple, UGT1A8 et 
UGT1A9 sont les moins exprimés alors que UGT1A7, 1A6 et 1A10 présentent les intensités 
d'expression les plus élevées en RT-PCR. 
Si l'on compare les ΔCt moyens des répondeurs (n=3) à ceux des non répondeurs (n=9) pour 
UGT1A4 et UGT1A6, la différence est significative pour UGT1A4 (10,5 vs 15,0; p=0,033, 
test de student) mais pas pour UGT1A6 (9,8 vs 14,8; p=0,138). 
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4 Discussion 
 L'analyse de l'expression génomique des tumeurs issues des patients de notre étude a 
généré une quantité considérable de données qu'il est possible d'analyser de différentes 
manières. L’approche exploratoire à l’aide du clustering et des analyses en composantes 
principales n’ont pas permis d’identifier des tendances très nettes dans les données avant 
traitement. En revanche, sur la comparaison des données avant et après traitement, ces 
techniques nous ont aidés à identifier des patients singuliers que nous avons par la suite retirés 
de l’analyse. 
La deuxième approche, basée sur les tests d’hypothèses, consiste à classer les gènes selon des 
critères statistiques, afin de répondre aux questions posées. Bien qu’ aucun gène n’ait atteint 
les critères statistiques rigoureux fixés a priori, certaines tendances nous ont paru 
intéressantes, même si leur généralisation est incertaine (en raison des FDR élevés). 
Un certain nombre de listes de gènes ont été présentées dans ces résultats. Nous discuterons 
ceux qui ont particulièrement retenu notre attention en raison de leur fonction au sein de la 
cellule et de leur possible implication dans la pharmacologie de l'erlotinib. 
4.1 Analyse des données avant traitement 
4.1.1 Gènes surexprimés chez les patients non répondeurs 
Tout d'abord, si l'on s'intéresse aux gènes surexprimés chez les patients non répondeurs 
(tableaux 25 et 27), une première classe de gènes a retenu notre attention en raison de ses 
fonctions vis à vis des médicaments; les UGT ou UDP-Glucuronosyltransférases. Les UGT 
sont des enzymes qui transfèrent un groupement d'acide glucuronique sur des substrats de 
type endobiotiques (par exemple la bilirubine) ou xénobiotiques (médicaments, carcinogènes) 
afin de les rendre hydrosolubles pour faciliter leur élimination. Il en résulte une perte de 
l’activité pharmacodynamique. 
Le fait que certaines isoformes d'UGT (UGT1A4 et 1A6) soient surexprimées dans les 
cellules tumorales des patients qui ne répondent pas au traitement permet de proposer deux 
hypothèses. Premièrement, il est possible que ces enzymes détoxifient l'erlotinib, le rendant 
ainsi moins actif ce qui pourrait, entre autre, expliquer la "résistance" de ces tumeurs au 
traitement. Deuxièmement, la "résistance" observée de ces tumeurs ne résulterait pas d'un 
effet direct des UGTs sur l'erlotinib mais plutôt d'un phénotype tumoral plus agressif ou plus 
résistant qui se traduirait par l'expression des UGTs, mais aussi d'autres enzymes de 
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détoxification comme la GSTA4 et des transporteurs tels que ABCC5 et ABCC1 (voir tableau 
27 et annexe 1). 
En ce qui concerne la littérature sur le rôle des UGTs dans la conjugaison de l'erlotinib, Ling 
et al [113] ont montré que les métabolites actifs de l'erlotinib pouvaient être conjugués par les 
UGTs. En revanche, il n'y a pas d'arguments bibliographiques nous permettant d'envisager un 
effet de la GSTA4 ou des transporteurs ABCC5 et ABCC1 sur la pharmacologie de l'erlotinib. 
Parmi les gènes surexprimés chez les patients non répondeurs, plusieurs semblent reliés au 
processus d'apoptose. Dans le tableau 25, le gène codant pour la protéine p8 ou COM1 
(candidate of metastasis) est deux fois plus exprimé chez les non répondeurs. Cette protéine a 
été découverte assez récemment par Ree et al. [153] et nommée COM1 (candidate of 
metastasis) car son expression était plus importante dans des cellules issues de cancer du sein 
ayant un fort pouvoir métastatique. Par la suite, les recherches sur le rôle de p8 dans les 
carcinomes mammaires ont montré des résultats relativement contradictoires. Jiang et al l'ont 
identifié plutôt comme un suppresseur de tumeur car son expression est plus importante dans 
les tumeurs de bon pronostic que dans les tumeurs de mauvais pronostic [97]. Cette fonction 
de suppresseur de tumeur a été retrouvée dans d'autres types cellulaires comme la prostate ou 
sa surexpression réduit la croissance tumorale in vivo [96]. Son rôle dans l'apoptose est aussi 
controversé: dans des fibroblastes, p8 semble inhiber la prolifération et faciliter l'apoptose 
induite par les dommages à l'ADN alors d'autres travaux lui confèrent une activité anti-
apoptotique [185] qui semble intervenir dans la résistance à la gemcitabine des cellules 
tumorales du pancréas [78]. Le gène p8 code pour une protéine nucléaire basique de 82 acides 
aminés. Elle est activée par de nombreux agents de stress. L’analyse biochimique et 
biophysique de la protéine recombinante a révélé de grandes analogies structurales avec les 
protéines HMG (high mobility group), bien que leur séquence primaire ne présente que de 
faibles similitudes. L’ensemble de ces données suggère pour p8 un rôle dans le maintien de 
l’architecture du complexe transcriptionnel, semblable à celui des protéines HMG-I/Y avec 
lesquelles elle partage donc de nombreux points communs. Elle est aussi capable de s'associer 
avec la prothymosine α, qui a, elle aussi, une activité anti-apoptotique, qui passe par un 
blocage de la formation de l'apoptosome [119].  
En ce qui nous concerne, p8 est surexprimée chez les patients non répondeurs (voir annexe 1). 
On peut faire l'hypothèse que l'activité anti-apoptotique de p8 contribue à une certaine 
"résistance" puisque le blocage de l'EGFR par l'erlotinib aboutit à des phénomènes 
d'apoptose, notamment par l'inhibition de la voie d'Akt. 
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Un autre gène impliqué dans l'apoptose, surexprimé chez les non répondeurs est TP53BP2 
(tumor protein p53 binding protein 2). Il code pour une protéine appelée aussi ASPP2 
(apoptosis stimulating protein of p53) qui stimule la fonction apoptotique de p53 sauvage. 
Contrairement à p8, c'est ici une protéine pro-apoptotique qui est surexprimée chez les non 
répondeurs (voir annexe 1). 
EI24 (etoposide-induced gene 24), aussi appelé PIG8 (p53-induced gene 8) est un facteur 
proapoptotique induit par p53 (voir tableau 25 et annexe 1). Le gène de EI24/PIG8 est situé 
sur le chromosome 11q23-q25 [81], une région sujette à des pertes chromosomiques dans les 
tumeurs solides [77]. L'analyse génétique de tumeurs mammaires a montré que ce gène était 
fréquemment le siège de mutations aboutissant à une absence de traduction de la protéine 
[77]. Des résultats récents [212] ont montré que  la perte de EI24 était associée à l'invasivité 
des tumeurs du sein et que son activité pro-apoptotique passait par une modulation de 
l'activité de Bcl-2.  
Enfin, en position 8 du tableau 27, la crystallin α-B, surexprimée chez les non répondeurs 
(voir annexe 1), a déjà été proposée par Chin et al [46] comme un marqueur associé au 
mauvais pronostic des tumeurs des VADS. Cette protéine appartient à la famille des petites 
"heat shock protein" (sHSP) et peuvent inhiber l'apoptose induite par différents agents en 
séquestrant Bax et Bclxs (protéines proapoptotiques) dans le cytosol [122]. Ces observations 
suggèrent que la résistance observée chez nos patients surexprimant la crystalline α-B peut 
provenir d'une inhibition par la crystalline α-B de l'apoptose induite par l'erlotinib ou bien 
résulte d'un phénotype tumoral plus agressif, comme précédemment proposé [46]. 
En insistant sur le caractère purement spéculatif des ces hypothèses mécanistiques, il nous 
apparaît que ces différents gènes, impliqués dans un mécanisme commun, peuvent fournir une 
piste à approfondir par la suite. 
Enfin, plusieurs gènes impliqués dans la régulation de la transcription semblent surexprimés 
chez les non répondeurs (annexe 1). Plusieurs probe-sets codent pour SMARCA4, appelé 
aussi BRG1 qui constitue la sous-unité catalytique du complexe "SWI/SWF chromatin-
remodelling". Elle régule l'accès de l'ADN aux facteurs de transcription et semble être le reflet 
d'une activité transcriptionnelle importante [124]. 
FOSL2 est un membre de la famille de FOS, qui se dimérise avec JUN pour former un 
complexe facteur de transcription qui induit la synthèse de gènes impliqués notamment dans 
la prolifération cellulaire et l'oncogénèse [196]. 
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CEBPD (CCAAT/enhancer-binding protein delta) est un facteur de transcription nucléaire 
impliqué dans le contrôle de la croissance cellulaire [135]. 
Enfin, ESX (appelé aussi ELF-3) est un facteur de transcription spécifique des cellules 
épithéliales qui appartient à la famille des ETS, cibles de la voie Ras/MAPK souvent 
impliqués dans la tumorigénèse [201]. ESX a surtout été étudié dans les tumeurs du sein où 
son expression est corrélée à l'expression de HER-2. Par ailleurs, il est capable d'induire dans 
les cellules épithéliales mammaires (MCF-12A) la transition épithélio-mésenchymateuse c'est 
à dire un phénotype métastatique. 
KEAP1 est un régulateur de NRF2, un facteur de transcription impliqué dans la synthèse de 
gènes liés à l'équilibre d’oxydo-réduction de la cellule et donc induit par un stress oxydatif. 
Des mutations ou pertes de fonction de KEAP1 ont été observées dans des tumeurs issues de 
CPNPC s'accompagnant d'une expression constitutive de NRF2 qui aboutit entre autre à une 
chimiorésistance [178]. 
Ces différentes pistes méritent d'être approfondies sur le plan mécanistique et validées sur 
d'autres séries tumorales.  
L'expression des gènes associés à la résistance ou la sensibilité des cellules tumorales de 
poumon à l'erlotinib a été étudiée in vitro par Yauch et al. [208]. Ils ont identifié un groupe de 
gènes impliqué dans la transition épithélio-mésenchymateuse dont l'expression diffère entre 
cellules sensibles et résistantes à l'erlotinib. Les cellules résistantes présentent un phénotype 
mésenchymateux caractérisé par l'expression de protéines comme la vimentine, TGF-β, 
l'épimorphine et TCF-8 (répresseur de la transcription de l’E-Cadhérine). Les cellules 
sensibles, elles, expriment un phénotype épithélial défini par l'expression de l’E-cadhérine. 
On ne retrouve pas dans cette étude la même tendance pour l’expression de ces gènes. 
Une autre équipe a identifié un profil d'expression associé à la réponse aux inhibiteurs de 
tyrosine kinase dans les CPNPC [12]. Parmi leur liste de gènes, l'épimorphine a été identifiée 
comme associée à la sensibilité alors que l'étude précédente la classait dans les gènes de 
résistance. Nous n'avons pas retrouvé de gènes en commun dans notre liste de gènes. 
4.1.2 Gènes surexprimés chez les répondeurs 
Parmi nos gènes surexprimés chez les répondeurs (tableau 26 et annexe 2), certains ont un 
rôle dans la signalisation cellulaire. C'est le cas de MAPK1 qui se trouve en bas de la cascade 
des MAP kinases, mise en jeu lors de l'activation de l'EGFR. 
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JAK2 (janus kinase 2) est responsable de l'activation des STAT, sous l'effet de facteurs de 
croissance ou de cytokines. 
DGKA, une diacylglycérol kinase, limite la formation de DAG qui joue un rôle de second 
messager dans la cellule. La diminution de DAG réduit l'activation de la PKC qui participe à 
la signalisation de EGFR. 
Enfin, le récepteur beta-adrénergique 2, dont on sait qu'il peut transactiver l'EGFR [66] est lui 
aussi plus exprimé chez les répondeurs (voir annexe 2). 
Un autre gène nous a paru intéressant, bien que son niveau d'expression soit assez faible (voir 
annexe 4) et mérite d'être mesuré par une autre technique quantitative comme la RT-PCR en 
temps réel, c'est l'inhibiteur de CDK p16. P16 inhibe l'activité des CDKs 4 et 6 et donc la 
progression dans le cycle cellulaire. Cette information est à rapprocher de ce que nous avions 
observé en immunohistochimie dans la première partie, à savoir que p21 (autre inhibiteur de 
CDK-cyclines) était plus exprimé dans les tumeurs des patients qui répondent au traitement. 
En conclusion de cette approche visant à identifier des gènes potentiellement impliqués dans 
la réponse au traitement, nous pouvons envisager d'approfondir certaines pistes, notamment 
celles du métabolisme de l'erlotinib par les cellules tumorales et de l'apoptose. 
4.2 Comparaison des données avant et après traitement 
 Cette approche s'est avérée plus délicate puisqu'il a fallu écarter certains patients ce qui 
a diminué l'effectif de 39 à 26 patients. 
4.2.1 Gènes sous-exprimés dans la tumeur après traitement 
Le premier gène de la liste des probe-sets sous exprimés dans la tumeur après traitement (par 
rapport à la tumeur avant traitement, tableau 28) code pour S100A12 qui est, en premier lieu, 
une molécule proinflammatoire exprimée par les granulocytes. Cependant les protéines de 
cette famille sont aussi exprimées dans certaines cellules tumorales [93] et S100A12 semble 
impliquée dans la différenciation des cellules de carcinomes épidermoïdes de l'oesophage 
[90;167]. Il est difficile de déterminer si l'expression de cette protéine est d'origine épithéliale 
(par la tumeur) ou si elle provient de granulocytes infiltrés dans la tumeur. Enfin, si on retient 
la dernière hypothèse, soit l'erlotinib régule négativement l'expression de cette protéine 
proinflammatoire par les granulocytes, soit le traitement a induit une baisse du nombre de 
granulocytes. 
Dans le tableau 28, trois gènes ont pu être regroupés car ils présentent la caractéristique 
commune d’être induits par l’hypoxie. Il s’agit de HIG-2, REDD-1 et NDRG1 (voir annexe 
 173
5). HIG-2 est induit sous l’effet d’un stress hypoxique [63] par le biais de HIF. Il est aussi une 
cible transcriptionnelle du complexe β-caténine/Tcf-4 en aval de la voie de signalisation de 
Wnt et semble fonctionner comme un facteur sécrété autocrine, qui augmente la prolifération 
des cellules de carcinomes rénaux [192]. Cette équipe a regardé l’expression de HIG-2 dans 
plusieurs types de lignées cellulaires tumorales (colon, sein, hépatocellulaire) par RT-PCR 
mais montre que seulement les carcinomes rénaux expriment HIG-2. Dans notre étude, les 
tumeurs présentent une expression basale non négligeable de HIG-2 (voir annexe 5), qui 
diminue sous l’effet du traitement par erlotinib. Cette diminution peut résulter d’une baisse de 
l’hypoxie tumorale (ou d’une baisse du nombre de cellules hypoxiques dans la biopsie après 
traitement) ou d’une modification du signal transcriptionnel aboutissant à la synthèse de HIG-
2. Il existe en effet une transactivation entre les voies de signalisation de Wnt/ β-caténine et 
de EGFR mais rien n’a été décrit sur l’effet de l’inhibition de EGFR sur l’activité du 
complexe transcriptionnel β-caténine/Tcf-4. 
REDD-1 est lui aussi synthétisé en conditions hypoxiques sous le contrôle de HIF [169]. La 
réponse cellulaire à l’hypoxie se caractérise par un ralentissement global des processus 
consommateurs d’oxygène, tels que la prolifération et la synthèse des protéines. Une des voies 
de signalisation contrôlant la traduction des ARNm est celle impliquant mTOR/eIF4F. La 
kinase mTOR, en phosphorylant 4EBP-1 (« inhibiteur » de eIF4E), libère eIF4E qui peut 
s’associer à eIF4G pour former le complexe eIF4F et permettre la traduction des ARNm. Il a 
été démontré que REDD-1 pouvait inhiber mTOR et donc diminuer la traduction en condition 
d’hypoxie [32]. 
Enfin, NDRG-1 (ou drg-1) peut lui aussi être induit par HIF mais une étude a montré que sa 
synthèse était aussi possible par une voie indépendante de HIF [37]. Il est surexprimé dans les 
tumeurs par rapport au tissu normal [37]. Par la suite, d’autres travaux l’ont qualifié de gène 
suppresseur de tumeur induit par PTEN (via une inactivation d’Akt) [15] et une corrélation 
négative a été observée entre son expression et la présence de métastases dans les cancers du 
sein [14] et de la prostate [13]. Des expériences menées in vivo ont montré que NDRG-1 était 
capable de supprimer la survenue de métastases pulmonaires sans affecter la croissance de la 
tumeur primaire (prostate) [13]. 
Le fait que 3 gènes induits par l’hypoxie soient régulés négativement par le traitement pose la 
question du rôle de l’erlotinib dans ce phénomène. Il est aussi possible que la diminution de 
l’expression résulte de régulations transcriptionnelles en aval de voies de signalisation de 
l’EGFR ou qui communiquent avec l’EGFR. Il est possible également que les biopsies après 
traitement contiennent moins de cellules hypoxiques d’où une diminution de l’expression de 
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gènes induits par l’hypoxie. Cette piste semble pertinente et mériterait d’être étudiée et 
validée plus avant, car on connaît l’importance de l’hypoxie dans la chimiorésistance et dans 
la radiorésistance. Si l’erlotinib s’avère capable de diminuer l’hypoxie tumorale (par des 
mécanismes qui restent à élucider), l’intérêt de son utilisation en association avec les 
thérapeutiques classiques serait confirmé. 
La cortactine dont le gène a aussi été nommé Ems-1 nous a paru également intéressante. Ce 
gène est localisé sur le chromosome 11q13 qui est amplifié dans environ 30 % des cancers. 
Son amplification a été démontrée dans les cancers des VADS [73;145] et associée à un 
mauvais pronostic [161]. La cortactine joue un rôle positif dans la motilité et l’invasion des 
cellules tumorales en assurant la dégradation de la matrice extracellulaire au niveau de 
protrusions membranaires appelées invadopodes [49].  
Sa diminution sous l’effet du traitement permet d’envisager une inhibition des capacités 
d’invasion des cellules tumorales par l’erlotinib. 
4.2.2 Gènes surexprimés dans la tumeur après traitement 
En complément des gènes sous-exprimés sous l’effet du traitement, nous avons aussi généré 
une liste de gènes dont l’expression a significativement augmenté après le traitement dans les 
tumeurs (tableau 29). De façon inattendue, cette liste ne contient que des probe-sets qui 
correspondent à des molécules impliquées dans la réponse immune, majoritairement des 
immunoglobulines. Les cellules tumorales n’étant pas capables de synthétiser ces protéines, il 
faut en déduire que les tumeurs après traitement étaient « contaminées » par des lymphocytes, 
ce qui se traduit par une apparition (et non une augmentation) d’immunoglobulines. Il existe 
peu de travaux décrivant le rôle de l’erlotinib ou plus généralement des inhibiteurs de tyrosine 
kinase de l’EGFR sur la réponse immunitaire dans les tumeurs. Mascia et al. [123] ont 
cependant montré que le blocage de l’EGFR dans les kératinocytes induisait la synthèse de 
cytokines proinflammatoires comme CCL2, CCL5 et CXCL10 aboutissant au recrutement de 
lymphocytes au niveau de la peau. Ces phénomènes se traduisent par une augmentation de 
l’œdème et de l’infiltrat inflammatoire [123], qui sont à rapprocher du rash cutané provoqué 
par les inhibiteurs de l’EGFR. Il est donc tout à fait possible que l’inhibition de l’EGFR par 
l’erlotinib provoque, dans la tumeur, une réponse inflammatoire semblable à celle observée au 
niveau cutané. Cette hypothèse est corroborée par nos observations, qui montrent une 
expression augmentée de gènes largement impliqués dans la réponse immune dans les 
tumeurs après traitement par l’erlotinib. 
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Cette analyse d’expression génomique a généré de nombreux résultats dont nous présentons 
ici une première analyse. A notre connaissance, c’est la première étude d’expression 
génomique dans les tumeurs des VADS visant à caractériser la réponse à un traitement par 
erlotinib. Un travail semblable a été réalisé dans des tumeurs issues de cancer du sein [205] 
mais les résultats sont difficilement comparables. 
L’étude des biopsies tumorales avant traitement dans le but d’identifier des gènes dont 
l’expression pourrait être reliée à une résistance ou une sensibilité accrue au traitement nous a 
fourni certaines voies intéressantes. C’est le cas des UGT qui peuvent être impliqués dans le 
métabolisme intra-tumoral de l’erlotinib et donc participer à une certaine résistance des 
cellules tumorales secondaire à une quantité de composé actif plus faible. 
L’apoptose semble aussi concernée dans la réponse au traitement bien que l’expression 
simultanée de protéines pro- et anti-apoptotiques ne nous permettent pas de conclure sur le 
rôle réel de l’apoptose dans la réponse au traitement. 
L’étude des biopsies avant et après traitement nous a aussi permis de voir quels étaient les 
gènes dont l’expression était modifiée par le traitement. Des gènes induits par l’hypoxie sont 
apparus comme étant réprimés par l’erlotinib alors que ce traitement semble induire une 
réponse inflammatoire se traduisant par un infiltrat lymphocytaire au niveau tumoral. 
Outre la validation de ces observations dans d’autres séries tumorales, ces résultats offrent de 
multiples perspectives dans la caractérisation de la réponse tumorale à l’erlotinib mais aussi 
dans la recherche de marqueurs prédictifs de réponse. 
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Nous avons montré que l'utilisation d'un inhibiteur de l'EGFR en néoadjuvant chez des 
patients avec un cancer des VADS en attente de chirurgie est une approche tout à fait adaptée 
à l’identification de biomarqueurs associés à la réponse et à l’évaluation de relations PK/PD.  
D'un point de vue clinique, le traitement néoadjuvant avec l’erlotinib a été bien toléré et a 
même entraîné des réponses cliniques se traduisant par une diminution de la taille tumorale 
chez 12 patients. Le schéma de l'étude nous a permis de réaliser un certain nombre de 
prélèvements (sanguins, tissulaires) chez les patients afin d'étudier les mécanismes associés à 
la réponse au traitement. 
En effet, un des enjeux qui accompagne l’utilisation de ces inhibiteurs de tyrosine kinase de 
l’EGFR est l’identification de biomarqueurs associés à la réponse nous permettant de 
sélectionner les patients susceptibles de répondre au traitement. Dans le cancer du poumon, 
cette recherche a donné lieu à des observations intéressantes qui pourraient, à l’avenir, aider 
les cliniciens dans leur choix thérapeutique. 
Les objectifs de cette étude ont été, à l’aide d’outils différents et pertinents (analyse tissulaire, 
étude pharmacocinétique, étude pharmacogénomique), de caractériser l’effet de l’erlotinib 
dans les cancers des VADS d’une part et d’essayer de comprendre ce qui différenciait les 
patients répondeurs des patients non répondeurs. Une des limites de ce travail est le fait que la 
réponse soit évaluée sur du court terme, par une diminution de la taille tumorale dont on ne 
sait pas si elle serait corrélée avec une réponse à long terme telle qu’une augmentation de la 
survie ou du temps jusqu’à progression. Ces données ne sont pas disponibles pour nos 
patients puisqu’ils ont été opérés à la fin du traitement par Tarceva. Or la majorité des études 
qui étudient l’existence de biomarqueurs de réponse l’ont fait au cours d’études de phase II ou 
III et considèrent des données de réponse telles que le taux de réponse ou la survie. Cette 
notion est importante, notamment lorsque l’on confronte nos résultats à ceux de la littérature. 
L'étude des tumeurs en immunohistochimie avant et après traitement a montré que l'inhibition 
de l'EGFR se traduisait par une diminution de l'expression de certaines protéines de la cascade 
de signalisation de EGFR (comme p-tyr et phospho-erk), indépendamment du statut 
répondeur ou non au traitement. Cette observation a permis de démontrer que l’inhibition de 
l’EGFR, bien qu’hétérogène, était effective à 150 mg/jour et que la modification de 
l’expression de certaines protéines du signal EGFR ne permettait pas de préjuger de la 
réponse au traitement, contrairement à ce qui avait été proposé par Arteaga et al [9]. Si l’on se 
concentre sur les patients répondeurs, aucune des protéines étudiées n’est modifiée de façon 
significative et donc ne peut être assimilée comme un marqueur pharmacodynamique de la 
réponse.  
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Une étude récente [2] a montré le contraire en comparant les modifications tissulaires dans la 
peau et dans la tumeur avant et après une semaine de traitement par erlotinib et en les 
corrélant avec la réponse clinique. Les résultats sont différents entre la tumeur et la peau mais 
il semble que la diminution de EGFR phosphorylé dans la peau et dans la tumeur soit corrélée 
à la survie globale. Cependant, la réponse est évaluée après traitement au cisplatine+erlotinib, 
ce qui limite quelque peu la corrélation entre la diminution de EGFR phosphorylé et la 
réponse à l’erlotinib.  
En revanche, l'étude des tumeurs avant traitement, dans le but d'identifier des biomarqueurs 
tumoraux permettant de sélectionner les patients susceptibles de bénéficier du traitement, a 
montré que l'expression de p21 était positivement corrélée à la réponse clinique. L’expression 
de p21 est possiblement le reflet d’un phénotype tumoral qui serait plus sensible à l’inhibition 
de l’EGFR. Cette observation est en accord avec des résultats déjà publiés [64;186;203] sur le 
rôle de p21 mais nécessite bien sûr d’être validée sur d’autres cohortes de patients. L’étude de 
Agulnik et al.[2] n’a malheureusement pas évalué l’expression de p21 dans les tumeurs avant 
traitement mais ils montrent qu’une expression élevée de p27 est associée avec un meilleur 
temps jusqu’à progression et une meilleure survie globale. Les protéines p21 et p27 sont des 
acteurs moléculaires de la division cellulaire en inhibant les kinases (cdk) associées aux 
cyclines D, E et sont toutes deux capables de bloquer le cycle cellulaire et donc de diminuer la 
prolifération. On peut donc rapprocher leur fonction au niveau cellulaire et dire que nos 
résultats vont dans le même sens que ceux publiés par Agulnik et al [2]. 
Un autre point sur lequel nos résultats sont comparables est le rôle de l’amplification du gène 
de EGFR déterminé par FISH ou par CISH dans notre étude. Même si les patients ayant une 
amplification du gène EGFR ont plutôt tendance à être répondeurs, le faible effectif de 
patients amplifiés, dans les 2 études, ne permet pas d'établir de lien évident entre 
l’amplification du gène de EGFR et la réponse à l’erlotinib. Le nombre de copies du gène 
EGFR, qui s’avère être un marqueur prédictif de réponse aux TKI fort dans les cancers du 
poumon [170], semble plus limité dans les cancers des VADS possiblement à cause du fait 
que les amplifications du gène de EGFR sont moins fréquentes dans les tumeurs des VADS et 
peut–être aussi car les études actuelles menées dans les VADS ne présentent pas des effectifs 
assez importants pour la mise en évidence d’une éventuelle corrélation entre le nombre de 
copies de EGFR et la réponse au traitement. 
 
L’autre volet de notre travail a été d’étudier la pharmacocinétique de l’erlotinib, d’une part 
dans le but d’évaluer l’impact de certaines covariables sur l’élimination de l’erlotinib et 
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d’autre part pour accéder, pour chaque patient, à une exposition plasmatique de l’erlotinib 
nous permettant d’évaluer des relations PK-PD. De manière attendue, nous avons observé que 
les patients présentant une altération de la fonction hépatique avait une diminution de la 
clairance qui se traduit par une augmentation de l’AUC. Ceci a par ailleurs été montré dans 
une étude de phase I [129] dans laquelle les auteurs concluent en proposant une réduction de 
moitié de la dose initiale (soit 75 mg/j) chez les patients présentant une insuffisance 
hépatique. La deuxième notion importante est l’importance du statut fumeur/non-fumeur dans 
la clairance de l’erlotinib. Les patients fumeurs présentent une clairance de l’erlotinib plus 
élevée et une AUC plus faible que les patients non-fumeurs. Cela avait été aussi montré par 
Hamilton et al. [82] par une approche plus conventionnelle et résulte de l’induction des 
CYP450 par le tabac. Actuellement, le statut fumeur/non-fumeur ne fait pas l’œuvre 
d’adaptation de posologie, néanmoins le nombre croissant d’études prouvant une sous-
exposition pourraient remettre en question les recommandations actuelles, à condition de 
mettre en évidence une corrélation entre l’exposition et l’efficacité. 
L'étude des relations PK-PD de l'erlotinib chez les patients de l'étude a montré que 
l'exposition au médicament n'est pas un facteur permettant d'expliquer la réponse au 
traitement, mais par contre est corrélée avec le grade de toxicité cutanée. Plusieurs études 
avait déjà montré ce lien entre la sévérité de la toxicité et l’exposition du médicament 
[87;116]. Dans notre étude, la toxicité n’a pas permis de prédire la réponse clinique, 
contrairement à d’autres qui ont montré que l’apparition et la sévérité du rash cutané étaient 
associées à une meilleure survie [147;179], ce qui est en faveur de l’existence d’une relation 
exposition-effet, puisque l’AUC prédit la toxicité, la toxicité prédit la réponse, on peut donc 
en déduire que l’AUC prédit la réponse. Or aucune étude jusqu’à maintenant, et la nôtre vient 
le confirmer, n’a montré une relation entre l’AUC et la réponse pour l’erlotinib. Nous ne 
disposons pas de données de survie ou de temps jusqu’à progression qui étaient les critères 
corrélés à la toxicité dans ces différentes études, notre étude n’étant pas adaptée à ce type 
d’évaluation.  
Les liens entre l’exposition au médicament, la toxicité, la réponse cellulaire et la réponse 
clinique sont loin d’être évidents et méritent d’être évalués dans d’autres études incluant un 
nombre plus important de patients. Il est aussi possible que l’analyse globale de tous les 
patients ne soit pas adaptée. L’expérience clinique obtenue avec l’imatinib (Glivec®, 
inhibiteur de tyrosine kinase bcl-abl, c-kit…) dans les tumeurs gastro-intestinales est un bon 
exemple. Dans une étude de phase III évaluant deux doses (400 et 800mg), l’analyse globale 
de tous les patients ne montre pas de bénéfice en faveur de la dose de 800mg mais l’analyse 
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par sous-groupes de patients porteurs de mutations particulières démontre une meilleure 
survie sans récidive pour les patients traités à 800mg [61]. Il est donc possible que nous 
n’ayons pas observé de relations PK-PD en raison de la multitude de facteurs régissant la 
réponse tumorale. Il est aussi possible que les évènements pharmacodynamiques que nous 
avons utilisés (diminution de la taille tumorale et réponse biologique tissulaire) ne soient pas 
les plus adaptés à l’évaluation de l’efficacité des inhibiteurs de tyrosine kinase. 
Enfin, le dernier outil que nous avons utilisé pour rechercher des marqueurs prédictifs de 
réponse est la pharmacogénomie. Une première étude pharmacogénomique a visé les gènes de 
EGFR et de K-Ras. Nous avons recherché des mutations du domaine tyrosine kinase de 
EGFR dans les tumeurs et dans le tissu sain mais aucun patient n'a présenté de mutations, qui 
ont pourtant été identifié dans les CPNPC. Des analyses rétrospectives ont montré que le taux 
de réponse aux inhibiteurs tyrosine kinase de EGFR était supérieur à 60% chez les patients 
porteurs de mutations versus 10% pour les patients non mutés, ce qui fait de ces mutations un 
marqueur prédictif de réponse primordial. L’absence de telles mutations dans les cancer des 
VADS a par ailleurs été décrite par d’autres équipes [51;115]. Ceci peut expliquer que les 
taux de réponse lors des phases II dans les cancers des VADS métastatiques soient plus 
faibles que ceux observées dans les cancers du poumon métastatiques (4,3% versus 12,3%) 
[147;181]. 
Egalement, nos patients n’étaient pas porteurs de mutations de K-Ras, lesquelles ont été 
associées à des phénomènes de résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase de EGFR dans les 
CPNPC. 
La deuxième partie de l’étude pharmacogénomique est une analyse des profils d’expression 
géniques par technique de puces Affymetrix des biopsies tumorales avant et après traitement, 
dans le double de but d’identifier des facteurs prédictifs de réponse et d’analyser les effets de 
l’erlotinib sur les tumeurs. Parmi les gènes exprimés dans les tumeurs "résistantes" au 
traitement, les enzymes du métabolisme UGT1A ont particulièrement retenu notre attention. 
Certains métabolites de phase I de l’erlotinib présentent une activité et donc participent à 
l’effet global d’inhibition de la prolifération de l’erlotinib. Ces métabolites subissent ensuite 
un métabolisme de phase II par les UGT, qui ont la particularité d’être surexprimées dans les 
tumeurs qui ne répondent pas au traitement. Une augmentation de la glucuronidation comme 
mécanisme de résistance tumorale intrinsèque a dèjà été proposée pour l’irinotecan [55]. 
L'expression des gènes associés à la résistance ou la sensibilité des cellules tumorales de 
poumon à l'erlotinib a été étudiée in vitro par Yauch et al. [208]. Ils ont identifié un groupe de 
gènes impliqué dans la transition épithélio-mésenchymateuse dont l'expression diffère entre 
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cellules sensibles et résistantes à l'erlotinib. Nous n’avons pas retrouvé l’expression de ces 
gènes dans nos tumeurs. 
A notre connaissance, cette étude d’expression génomique est la première réalisée chez des 
patients porteurs d’une tumeur des VADS, non prétraités. 
La comparaison des tumeurs avant et après traitement a mis en évidence deux tendances 
intéressantes : la diminution de l’hypoxie sous l’effet du traitement et l’existence d’une 
réponse immune intra-tumorale. 
Le fait que 3 gènes induits par l’hypoxie soient régulés négativement par le traitement pose la 
question du rôle de l’erlotinib dans ce phénomène. Pore et al [152] ont montré que l’inhibition 
de EGFR par le gefitinib entraînait une diminution de la synthèse de HIF-1α qui peut 
expliquer que HIG-2, REDD-1 et NDRG1, dont la synthèse est induite par HIF, soient 
diminués dans les tumeurs après traitement. Cette piste mériterait d’être étudiée et validée, car 
on connaît l’importance de l’hypoxie dans la chimiorésistance et dans la radiorésistance.  
D’autre part, l’apparition dans les biopsies après traitement, de gènes codant pour des chaïnes 
d’immunoglobulines, souligne l’existence d’une réponse inflammatoire de type 
lymphocytaire. Peu de travaux existent sur le rôle de l’EGFR et de son inhibition dans la 
réponse immunitaire dirigée contre la tumeur. Cependant, dans les cancers colorectaux, 
l’équipe de J.Galon [74;140] a montré que la présence d’infiltrats lymphocytaires particuliers 
(lymphocytes T mémoires CD45RO+) dans les tuemurs étaient associée avec l’absence 
d’invasion métastatique et une survie prolongée. 
Le lien entre l’erlotinib et cette réponse immune reste bien sûr à élucider mais on peut 
envisager qu’une partie de l’effet antitumoral de ce médicament passe par un mécanisme 
immunitaire. 
 
Ces travaux ont donc amené des éléments de réponse à nos questions initiales et nous ont 
aussi fourni des pistes à approfondir pour la compréhension des mécanismes qui régissent la 
réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase de l'EGFR et plus particulièrement de l'erlotinib. 
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Dans un futur proche, les études suivantes s'attacheront à continuer l'analyse des résultats 
générés par les puces à ADN. En premier lieu, il faut poursuivre la validation technique de ces 
résultats par RT-PCR en temps réel sur d'autres gènes candidats. 
D'autre part, nous n'avons pas comparé ici les modifications d'expression génique sous l'effet 
de l'erlotinib entre répondeurs et non répondeurs. Cette analyse nous permettra 
éventuellement de corréler la diminution ou l'augmentation de l'expression de certains gènes à 
la réponse clinique. 
Nous souhaitons définir l'impact des UGTs sur l'activité de l'erlotinib. En effet, il est possible 
que ces enzymes détoxifient l'erlotinib, le rendant ainsi moins actif ce qui pourrait, entre 
autre, expliquer la "résistance" de ces tumeurs au traitement. Il semblerait aussi pertinent de 
regarder l'expression des UGTs dans les biopsies de tissu normal pour voir si les profils 
d'expression que nous avons observés sont typiquement tumoraux. 
Il serait intéressant de reproduire in vivo les résultats observés sur les tumeurs des patients 
sous l'effet de l'erlotinib. Par exemple, les effets sur l'hypoxie ou sur l'inflammation méritent 
d'être étudiés plus précisément afin d'identifier les mécanismes par lesquels l'erlotinib les 
induit ou les réprime. 
Notamment, il nous paraît primordial d’étudier le rôle de la réponse immune observée sous 
l’effet du traitement., afin de caractériser la population lymphocytaire impliqué et essayer 
d’établir un lien avec l’inhibition de l’EGFR. 
D'un point de vue statistique, nos résultats ne sont assez robustes pour être généralisés à toutes 
les tumeurs des VADS. Nous souhaiterions donc valider les gènes que nous avons identifiés 
sur d'autres séries tumorales des VADS afin de voir si nos observations se confirment. 
En ce qui concerne les premiers résultats de l'étude sur p21, il s'agit d'un marqueur facile à 
utiliser. Pour valider sa pertinence, il faudrait comparer prospectivement la réponse clinique à 
l'erlotinib de deux groupes de patients (p21-positif et p21-négatif) dans un essai 
multicentrique de préférence afin d'évaluer l'uniformité des évaluations 
immunohistochimiques. De plus, il faudrait voir si cette corrélation entre l'expression de p21 
et la diminution de la taille de la tumeur se traduit aussi par une meilleure survie. 
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ANNEXE 1 
Graphiques diagnostiques du modèle final M2 pour l'ajustement des 
concentrations d'erlotinib. 
 
DV: concentrations observées en erlotinib 
PRED: concentrations prédites moyennes en erlotinib 
IPRED: concentrations prédites individuelles en erlotinib 
WRES: résidus pondérés de l'erlotinib (DV-PRED) 
TIME: temps 
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ANNEXE 2 
Graphiques diagnostiques du modèle final M2 pour l'ajustement des 
concentrations du métabolite. 
 
DV: concentrations observées du métabolite 
PRED: concentrations prédites moyennes du métabolite 
IPRED: concentrations prédites individuelles du métabolite 
WRES: résidus pondérés du métabolite (DV-PRED) 
TIME: temps 
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ANNEXE 3 
Profils d’expresssion des probe-sets cités dans les tableaux 25 et 27 
 
Les graphes représentent les intensités d’expression (en abscisse) de chaque patient pour les probe-sets 
cités dans la discussion de la partie 3. Les patients répondeurs sont représentés en rouge et les non 
répondeurs en noir.  
= GSTA4 = ABCC5
= ABCC1 = p8
= TP53BP2 = EI24
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ANNEXE 3 (suite) 
= CRYAB = SMARCA4
= FOS2L = CEBPD
= KEAP1 = ESX
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ANNEXE 4 
Profils d’expression des probe-sets cités dans le tableau 26 
Les graphes représentent les intensités d’expression (en abscisse) de chaque patient pour les probe-sets 
cités dans la discussion de la partie 3. Les patients répondeurs sont représentés en rouge et les non 
répondeurs en noir. 
 
 
=  MAPK1 =  JAK2
=  DGKA =  p16
=  ADRB2
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ANNEXE 5 
Profils d’expresssion des probe-sets cités dans le tableau 28 
 
Les graphes de gauche représentent les profils d’expression avant traitement et ceux de droite 
représentent les ratios après/avant (log2(ratio) soit ratio négatif si expression après traitement < 
expression avant traitement et ratio positif si expression après traitement > expression avant traitement) 
AVANT TRAITEMENT RATIO APRES/AVANT
= HIG2
= REDD-1
= NDRG-1
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Résumé en français:  
 
 Notre travail a pour but d’étudier premièrement le mécanisme d’action in vivo d’un 
inhibiteur du récepteur à l’EGF (erlotinib) chez des patients atteints de cancers des VADS et 
d’identifier des marqueurs prédictifs de réponse afin de trouver des outils permettant de 
sélectionner les patients qui pourraient bénéficier de ce traitement. 
L’étude tissulaire a permis de montrer que l’expression de p21 au niveau tumoral était un 
facteur associé positivement à la réponse au traitement. Les mutations de EGFR et de K-Ras 
n’ont pas été retrouvées chez ces patients.  
 Parallèlement, nous avons étudié la pharmacocinétique de l’erlotinib chez ces patients. 
Elle a montré que le tabagisme, la fonction hépatique et l’âge comme des facteurs influençant 
l’élimination de l’erlotinib. Par ailleurs, il existe une corrélation entre l’exposition et la 
toxicité cutanée mais pas avec la réponse clinique. 
 La dernière partie de ce travail a consisté à réaliser une étude d’expression génomique 
des tumeurs avant et après traitement par une technique de puce à ADN.  
 
 
Mots –Clés : Erlotinib, neoadjuvant, tumeurs des VADS, p21, marqueur 
prédictif de réponse, puce à ADN 
 
Résumé en anglais 
Our work aims to study the action of an EGFR inhibitor (erlotinib) in patients with HNSCC; 
and to identify predictive markers of response in order to select patients that can benefit of the 
treatment. 
 Immunochemistry analyses were performed on tumor tissues and show that basal p21waf 
expression (CDK-cyclins inhibitor) was positively associated with tumor response. EGFR 
mutations and Kras mutations were not detected in HNSCC patients of our study.  The EGFR 
gene copy number, that has been identified as a factor linked with tyrosine kinase inhibitors 
sensitivity in lung cancer, did not correlate with clinical response.  
 We also studied erlotinib pharmacokinetics and try to establish 
pharmacokinetics/pharmacodynamics relationships (PK /PD relationships). Pharmacokinetic 
analysis show that the smoking status, the hepatic function and age were relevant covariates 
to predict erlotinib elimination. Moreover, there is a relationship between drug exposure and 
toxicity but not between exposure and response. 
 The last part of this work consisted in analysing genomic expression of the tumors 
before and after treatment by using microarrays (Affymetrix HG U133A GeneChip®) to 
identify genes differentially expressed in responders versus non responders and to 
characterize  erlotinib effect on genes expression. 
 
